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Charakteristika kombuchy na baze dubovych listov

Characteristics of oak leaf-based kombucha

Pencak Tomas, 'Dordevic Dani, 2*Cavar Zeljkovic Sanja, ! Tremlova Bohuslava

!Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita Brno
2Centrum regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum, Olomouc
3Cesky institut vyzkumu a pokrocilych technologii, Univerzita Palackého v Olomouci

Summary

The aim of this study was to evaluate the chemical properties of kombucha made from oak
leaves (Quercus petraea), which could serve as an alternative plant material for its production.
In most samples, fermentation led to an increase in the total polyphenol content as well as
individual phenolic compounds compared to the infusions before fermentation. The decrease in
pH values and levels of sucrose, fructose, and glucose indicated strong activity of yeast and
acetic acid bacteria, which may indicate a healthy fermentation process. The low levels of
residual sugars suggest that shorter fermentation times could be suitable in relation to the final
sweetness, which may influence sensory acceptability.

Keywords: Quercus spp., fermentation, polyphenols; beverage

Uvod

Tradi¢nd kombucha predstavuje fermentovany napoj z ¢ierneho ¢aju, ktory vyuziva spontdnnu
fermentaciu baktérii octového kvasenia, baktérii mliecneho kvasenia a kvasiniek (Villarreal-
Soto et al., 2018). Tento napoj sa stal v poslednej dobe vysoko popularnym v zépadnych
kultirach ako funkény népoj vd’aka svojim Udajnym zdravotnym benefitom (Laureys et al.,
2020). Niektore¢ stadie poukazuji na moznost’ vyuzitia alternativnych rastlinnych zdrojov na
pripravu tohto napoja, s ¢im suvisi aj iné zloZenie latok s antioxida¢nym t¢inkom (Marsh et al.,
2014). Extrakty dubovych listov preukazali pritomnost mnohych polyfenolickych latok
s antioxida¢nym ucinkom, ktoré mozu pontknut’ niektoré zdravotné benefity (Garcia-Villalba
et al., 2017; Araiza-Alvarado et al., 2025). Cielom tejto prace bola vyroba kombuchy
z dubovych listov (Quercus petraea) so zameranim na jej chemické vlastnosti, pomocou
viacerych technologickych tiprav listov a réznych dizok fermentacie.

Material a metody

Na pripravu vyluhov a kombuchy boli pouzité Cerstvé, suSené (24 h, 40 °C) a suSené-drvené
(24 h, 40 °C s vel'kostou Castic | mm — 1 cm) dubové listy (Quercus petraea) ako aj Cierny ¢aj
k priprave kontrolnej vzorky. K 10 g vzorky bol pridany 1 1 vriacej vody s ¢asom ltthovania 10
minut a nasledne bolo pridanych 100 g cukru. Po ochladeni na izbovu teplotu bola k nalevom
pridanad symbiotickd kultara (SCOBY) spolo¢ne so 150 ml Startéra kombuchy. Fermentacia
prebiehala za aerobnych podmienok pri izbovej teplote (25°C) pocas 7, 10 a 13 dni.

K stanoveniu celkového obsahu polyfenolov bolo pridanych 0,1 ml vzorky spolu s 20 ml zmesi
etanol:voda (1:1). Vzorky boli nésledne extrahované na ultrazvuku po dobu 30 minut
a prefiltrovali. 1 ml filtrovaného extraktu bol zmieSany s 5 ml 10 % roztoku Folin—Ciocalteu a
4 ml 7,5 % roztoku NaCOs. Zmes sa nasledne inkubovala 30 minut v 25 ml odmernej banke v
tmavom prostredi. Po inkubacii sa do banky pridala destilovana voda po rysku. Vzorky boli
analyzované pri vinovej dizke 765 nm.

Hodnota pH bola stanovena pomocou stolového pH metra Orion 4 STAR (Thermo Scientific,
USA).
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Na analyzu glukézy, fruktézy a sachar6zy pomocou UHPLC-MS/MS boli jednotlivé sacharidy
separované na kolone Rezex RCM Monosaccharide Ca™ (300 mm x 7,8 mm, 8 um). Detekcia

bola vykonana pomocou ELSD detektora s prietokom dusika 2 1.min™! s teplotou detektora 80
°C.

Vysledky a diskusia

Hodnoty ztabul’ky 1 preukazali pozitivny vplyv fermentacie na nérast celkového obsahu
polyfenolov so Statisticky vyznamnym rozdielom (p < 0,05) u vzoriek suSené¢ho a suseného-
drveného listu uz po 7 ditoch fermentacie. Vplyv na obsah polyfenolickych latok preukazala aj
technologicka uprava listov pred fermentaciou, kde najnizSie hodnoty boli zaznamenané u
vzorky Cerstvych listov a najvyssie hodnoty boli naopak namerané u susenych-drvenych listov.
Narast polyfenolov u tejto vzorky mohol byt spojeny s koncentraciou tychto latok v procese
suSenia ako aj zvySenim dostupnosti tychto latok v procese drvenia.

Meranie pH hodnét pocas fermentacie je rozhodujicim faktorom, ktory urCuje spravnost’
fermentacie a pouziva sa na urcenie ukoncenia fermenta¢nych procesov (Neffe-Skocinska et
al., 2017). Odporucany rozsah pH u kombuchy z hl'adiska bezpe€nosti predstavuje hodnoty od
2.5 do 4.2 (de Miranda et al., 2022). Z nameranych hodnoét v tabul’ke 1 je zrejmy pokles pH v
kombuche na bezpeéné hodnoty v porovnani s pH vyluhov pred fermentaciou u vietkych dizok

fermentéacie.

Tabul’ka 1: Celkovy obsah polyfenolov a hodnoty pH vyluhov a kombuche.

Celkovy obsah polyfenolov (mg GAE/g)

3 vzorka vyluh 7. defi 10. deii 13. deii
Cerstvy list 0, 05 + 0,06%8¢ 0,08 £0,01%® 0,11 £0,01% 0,10+0,01%
Suseny list 0,07 +£0,03% 0,12 = 0,00°¢ 0,14 = 0,00°° 0,16 £ 0,02°°
Su§env}'f a drveny list 0,07 + 0,00%® 0,15 + 0,00 0,21 = 0,05°°P 0,21 +0,01°
Cierny c¢aj 0,27 £0,01°8 0,25 0,03%¢ 0,20 + 0,08%BC 0,23 £0,01C
pH
. vzorka vyluh 7. den 10. den 13. deni
Cerstvy list 7,00 £ 0,05% 3,04 £ 0,022 3,15 +0,04€ 3,13+£0,01%
Suseny list 6,68 £ 0,03 3,27 £ 0,068 3,24 +0,01%® 3,19+ 0,01
Su§env}'7 a drveny list 6,63 £ 0,04 3,33 £0,01°8 3,310,028 3,28 £ 0,028
Cierny ¢aj 6,61 £ 0,02°4 3,37 £0,03% 3,31 £0,02¢C 3,22 £0,01°°

malé pismend v hornom indexe ozna&uji §tatisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) medzi vzorkami pre kazdy stipec.
velké pismena v hornom indexe oznacuju Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) medzi vzorkami pre kazdy riadok.

V tabulke 2 st zobrazené hodnoty sachardzy, fruktézy a glukézy vo vyluhoch pred
fermentéciou ako aj v kombuche.

Tabul'ka 2: Obsah cukrov vo vyluhoch a kombuche.

Sacharoéza g-1*

vzorka vyluh 7. deii 10. deri 13. deii
Cerstvy list 2,16 +0,11%A 6,44 +0,16% 0,20 + 0,013 0,20 +0,01%°
Suseny list 2,38+ 0,16 7,61 +0,41°8 8,03+0,11°8 0,97 + 0,04°C
Suseny a drveny list 2,81 +0,05 6,28 +0,22%8 0,12 +0,01%¢ 0,98 £ 0,06°°
Cierny ¢&aj 2,08 +0,07°* 3,92 +0,36% 5,88 + 0,40 0,16 +0,01%°
Fruktéza g-I*
vzorka vyluh 7. deii 10. deri 13. deii
Cerstvy list 2,61+0,21% 8,11 +0,16% 0,21 +0,04%° 0,26 + 0,04%°
Suseny list 2,90 + 0,058 9,19 +0,12°¢ 8,85 +0,38"C 1,13 £0,12°°
Suseny a drveny list 3,430,158 3,57 + 0,44 0,15 +0,02%¢ 0,66 + 0,05°8¢
Cierny ¢&aj 2,77+0,21%® 5,38 +£0,26% 6,93 + 0,08 0,22 + 0,02
Glukéza g-I*
vzorka vyluh 7. deni 10. deni 13. deii
Cerstvy list nd 0,02 + 0,00 0,03 + 0,00 0,03 + 0,003
Suseny list nd 0,03 0,008 0,06 + 0,00°C 0,09 £ 0,00°°
Suseny a drveny list nd 2,41 +0,10%8 0,04 +0,01%¢ 0,06 + 0,00°¢
Ciemny ¢&aj 0,01 + 0,008 0,04 + 0,00 0,06 + 0,00°° 0,06 + 0,00°°

malé pismena v hornom indexe oznaduji $tatisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) medzi vzorkami pre kazdy stipec.
velké pismena v hornom indexe oznacuju $tatisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) medzi vzorkami pre kazdy riadok.
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Vo vyluhoch dubovych listov pred pridavkom sachar6zy bol zaznamenany prirodzeny vyskyt
sacharozy (2,16 — 2,81 g-I'!) a fruktozy (2,61 — 3,43 g-1"!). Pritomnost’ glukozy vo vyluhoch
nebola detekovana. U vzorieck kombuchy boli najvysSie hodnoty sachardzy a fruktozy
namerané v 7. den fermentacie s naslednym poklesom pri dlhsich fermenta¢nych ¢asoch. Nizke
hodnoty zostatkovych cukrov v napoji po fermentécii preukazuja silna fermenta¢nt schopnost’
a zéroven by mohli ovplyvnit’ nedostatocnu sladivost’ v tomto ndpoji. Z toho dévodu by mohlo
byt vhodné skratit’ fermentacny cas alebo zvysit’ obsah pridanej sachardzy k zabezpeceniu
dostatocnej sladovosti findlneho produktu.

Zaver

Dubov¢ listy predstavuju potencialny alternativny rastlinny material na produkciu kombuchy.
Vysledky tejto Studie poukazuju na pozitivny vplyv fermentacie vyluhov dubovych listov na
narast polyfenolov, ktoré mozu predstavovat’ latky s antioxidacnym uc¢inkom. Zaznamenané
hodnoty pH ako aj hodnoty zostatkovych cukrov preukazali spravny priebeh fermentécie uz po
7 diloch fermentécie. V rdmci optimalizacie receptlry v suvislosti s prijatel'nost’ou tohto napoja
v budiicom vyskume, by bolo vhodné otestovat’ kratSie fermentacné Casy, ktoré by mohli
pozitivne ovplyvnit’ findlnu kyslost a sladivost’ kombuchy.
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Vyuzitie kavovej usadeniny ako udrzatel’'ného zdroja pre vyvoj
biodegradovatelnych viecok

Utilization of spent coffee grounds as a sustainable source
for the development of biodegradable lids

Kotianova Dominika, !Késslerova Karolina, 'Dordevi¢ Dani, 'Tremlova Bohuslava

'Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita Brno

Summary

This research aimed to develop biodegradable lids based on carrageenan with various concentrations
of spent coffee grounds (SCG) extracts, as potential additives to impact the functionality of the lids. To
assess the properties of prepared samples, the total polyphenol content (TPC), moisture levels and
solubility were evaluated. The results showed a significant increase in TPC in all SCG-enriched
samples, confirming SCG extract as a valuable antioxidant source. The highest TPC was found in the
sample containing 75% SCG extract (7.12 + 0.03 mg GAE/g). Incorporating SCG extracts into the lids
also led to a significant reduction in moisture content compared to the control sample, except for the
sample with 100% SCG extract. Solubility test revealed complete dissolution in distilled and seawater
after 24h, for all samples. These findings highlight the potencial of SCG as a functional ingredient.
However, further optimization is needed to balance antioxidant activity and textural properties.

Keywords: food waste valorization; sustainable packaging; antioxidant properties; circular economy

Uvod

Plasty na baze syntetickych polymérov sa v sucasnej dobe radia medzi naj€astejSie vyuzivané
materidly naprie¢ réznymi odvetviami priemyslu. Ich rozsiahle vyuZitie je podmienené
predovsetkym ich vybornymi fyzikalne-chemickymi vlastnost’ami, flexibilitou a dostupnostou.
Avsak rastici dopyt po tychto obalovych materidloch vedie k neustdle rastucej produkcii
plastového odpadu, ktory je vd’aka svojej odolnosti voci rozkladu zadvaznym environmentalnym
problémom (Evode et al., 2021). Z tohto dévodu sa v poslednych rokoch vyskum zameriava
na vyvoj biodegradovatelnych plastov, ktoré by boli schopné, ¢i uz cCiastocne, alebo
plnohodnotne nahradit’ konven¢né obaly. Na zaklade vyskumov bolo zistené, Ze ich funkéné
vlastnosti je mozné vylepSit' pridavkom extraktov zrastlin alebo vedlajSich produktov
potravinarskej vyroby bohatych na bioaktivne Zluceniny (Khan aIgbal, 2023). Kavova
usadenina (SCG — Spent Coffee Ground), ktora vznika ako vedl'ajsi produkt pri priprave kavy,
predstavuje vyznamny zdroj bioaktivnych zlicenin, a to predovsetkym polyfenolov, ktoré maja
schopnost’ ovplyviiovat morfologické, fyzikdlne a mechanické vlastnosti biopolymérov
(Dirpan et al., 2023). Prave vd’aka tymto vlastnostiam a I'ahkej dostupnosti sa SCG javi ako
perspektivna surovina pre vyvoj funkénych biologicky rozloziteInych materidlov.
Ciel'om tejto stadie bolo zhodnotit’ vplyv pridavku réznych koncentracii extraktu z kavovej
usadeniny na antioxida¢né vlastnosti, vlhkost’ arozpustnost experimentalne pripravenych
biodegradovatel'nych viecok.

Material a metody

Na ucely experimentu bola pouzitd SCG (100% Arabika), pochadzajuca z lokalnej kaviarne
Vv Brne. Vzorka 1,2 g SCG bola navazend do 250 ml kadinky, do ktorej bola nasledne pridana
destilovana voda za uc¢elom pripravy 100% extraktu. Zmes bola zahrievana na magnetickej
mieSacke s ohrevom (Benchmark Hotplate Stirrer) pri 400 ot./min. az do bodu varu, ktory bol
udrziavany po dobu 4 minuat. Po vychladnuti bol extrakt prefiltrovany. V ramci experimentu
boli pripravené nasledovné koncentracie extraktu zo SCG: 25 %, 50 %, 75 % a 100 %.
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Na pripravu biodegradovatelnych vieCok bolo navazenych 0,9 g «k-karagenanu. A ako
rozpustadlo bolo pouzitych bud’ 135 ml destilovanej vody, v pripade kontrolnej vzorky, alebo
extraktu zo SCG vo vyssie uvedenych koncentraciach. V d’alsom kroku bolo do kazdej vzorky
pridanych 0,75 ml glycerolu a zmes bola zahriata na teplotu 50 °C, 10 min. Takto pripravena
zmes bola nasledne naliata do Petriho misiek a ponechana k vysuseniu po dobu 48 hodin.

Na stanovenie celkového obsahu polyfenolov (TPC — Total Polyphenols Content) bolo
do tmavej vialky navazenych 0,1 g vzorky viecok, do ktorej bolo nasledne pridanych 20 ml
rozpustadla — absolitny etanol s vodou v pomere 1:1. Takto pripravena zmes bola vloZena
do ultrazvukovej vodnej kupele na 30 min. Po prefiltrovani cez striekackovy filter bol 1 ml
extraktu preneseny do 25 ml odmernej banky, do ktorej bolo pridanych 5 ml zriedeného (1:10)
roztoku Folin Ciocalteau a 4 ml 7,5% roztoku Na.COs. Vzorky boli inkubované v tme, po dobu
30 min., a nasledne spektrofotometricky stanovené pri vinovej dizke 765 nm voéi slepej vzorke.
Vysledky boli vyjadrené ako mg kyseliny gallovej na gram vzorky.

Obsah vody v pripravenych vzorkach bol stanoveny po rozrezani viecok na Stvorce s rozmermi
2 x 2 cm, ktoré boli najskor odvazené (Wi) a nasledne susené (Ecocell 55, BMT Medical
Technology s.r.0., Brno, Ceska republika) pri teplote 105 °C, 24 hodin. Po vysuseni boli vzorky
opatovne odvazené (W:). Zo ziskanych udajov bol vypocitany obsah vody v jednotlivych
vzorkach. Rozpustnost’ bola stanovena v destilovanej amorskej vody po 24 hodinach
od namocenia vzoriek. Vysledky boli Statisticky spracované testom ANOVA za pouzitia
programu IBM SPSS.

Vysledky a diskusia

Vysledky merani celkového obsahu polyfenolov, obsahu vody a rozpustnosti su uvedené
v tabul’ke €. 1. Na zaklade vysledkov analyzy TPC moZno konstatovat, Ze pridavok extraktov
zo SCG viedol k Statisticky vyznamnému (p < 0,05) zvySeniu celkového obsahu polyfenolov
vo vSetkych obohatenych vzorkach experimentalne pripravenych viecok, pri¢om najvyssia
hodnota bola zaznamenana pri koncentracii SCG 75 %. Tieto vysledky su v stlade aj s inymi
Stidiami, v ktorych sa popisuje obsah polyfenolickych latok zo SCG v koncentraciach priblizne
od 1,30 mg/g az do 33,79 mg/g v zavislosti od spdsobu extrakcie (Dordevic et al., 2024;
Brzezinska et al., 2023). Tieto zistenia zaroven poukazuji na potencidl vyuzitia SCG ako
funkénej zlozky pre vyrobu biopolymérov. Minimalne mnoZstvo polyfenolickych latok bolo
zistené aj v kontrolnej vzorke, ¢o je pripisované pritomnosti a poc¢tu sulfatovych skupin
v Struktire karagenanu (Benbettaieb et al., 2019)

Tabulka €. 1: Vysledky analyz experimentalne pripravenych viecok.

TPC Obsah vod Rozpustnost’ morska Rozpustnost’

Vzorka (mg kyseliny (%) y voda destilovana voda
gallovej/g) 0 (%) (%)
Kontrola 0,11 +0,022 53,02 +0,128 100 100
SCG 25% 2,44 +0,22° 4924 +0,21° 100 100
SCG 50 % 4,12 +£0,02¢ 50,05 = 0,35P 100 100
SCG 75 % 7,12 +0,03¢ 48,21 + 0,69 100 100
SCG 100 % 6,87 +0,11° 52,26 + 0,232 100 100

Malé pismena v hornom indexe znacia $tatisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05) v ramci stipca.

V pripade obohatenych vieCok bol zaznamenany pokles obsahu vody u vicSiny vzoriek,

cvwr

pri koncentracii 75 % SCG. Pri 100 % koncentracii sa v§ak vlhkost’ opét’ zvysila a pribliZila sa
hodnote kontroly, tento jav moze suvisiet’ s interakciami medzi fenolickymi zla¢eninami
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a hydroxylovymi skupinami v karagenane, ktoré ovplyviiuju schopnost’ viazat’ vodu (Liu et al.,
2019). V porovnani so $tadiou Dordevic et al. (2024) boli hodnoty obsahu vody v naSich
vzorkach vyssie, ¢o modze na jednu stranu pozitivne ovplyvnit’ textiru materialu, ale zaroven
moze zniZit’ aj jeho ochranné vlastnosti (Apriliyani et al., 2020). Co sa tyka rozpustnosti vie¢ok
v destilovanej a morskej vode, bolo zistené, Ze pridavok extraktov zo SCG nemal na tento
parameter ziadny vplyv. Rozpustnost’ bola, po 24 hodindch od namocenia, 100% u vSetkych
typov vzoriek.

Zaver

Ziskané vysledky potvrdzuju, ze extrakt z kavovej usadeniny predstavuje vyznamny zdroj
bioaktivnych zluc¢enin, ktoré pozitivne ovplyviiuji vlastnosti biodegradovatelnych viecok.
Najvyraznejsi efekt bol pozorovany pri 75 % koncentracii extraktu zo SCG, ktord viedla
k najvyssiemu obsahu polyfenolov a zaroven k najvyraznejSiemu znizeniu vlhkosti v porovnani
s kontrolnou vzorkou. Uplna rozpustnost’ vietkych vzoriek poukazuje na ich potencial ako
ekologicky priaznivych alternativ k tradiénym plastovym materidlom. Dalsi vyskum by mal
byt zamerany na optimalizaciu mechanickych vlastnosti experimentdlne pripravené¢ho
materialu.
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Vplyv proteinového koncentratu z fava fazule na kvalitativne, nutri¢né
a senzorické vlastnosti cestovin

Impact of fava bean protein concentrate on the qualitative, nutritional,
and sensory properties of pasta

'Tatiana Holkovi¢ova, Zlatica Kohajdova, 'Michaela Laukov4, Lucia Minarovi¢ova,
Viktoria Piri
Slovenskd technickd univerzita v Bratislave, Fakulta chemickej a potravindrskej technoldgie, Ustav
potravinarstva a vyzivy, Oddelenie potravinarskej technologie, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, SR

Summary

The growing demand for nutritionally valuable and sustainable food products is driving the development
of innovative cereal-based formulations enriched with plant proteins. The aim of this study was to
evaluate the impact of incorporating fava bean protein concentrate (0-40%) on the qualitative,
nutritional, and sensory characteristics of pasta. The results demonstrated that the enriched pasta
samples had significantly higher protein content compared to the control. Additionally, the
incorporation of fava bean concentrate enhanced the water absorption of pasta. From a sensory
perspective, formulations containing up to 20% protein concentrate received the most favourable
evaluations. Based on the findings, fava bean appears to be a promising ingredient for improving the
nutritional profile of pasta products. However, formulation optimization is necessary to balance
technological functionality and consumer acceptability.

Keywords: Protein concentrate; pasta; sensory evaluation; nutritional profile

Uvod

V sucasnosti sa vyskum aj potravinarsky priemysel Coraz intenzivnejSie zameriavaju na
zvySovanie vyzivove] hodnoty potravin prostrednictvom vyuZivania rastlinnych bielkovin, ¢o
suvisi so stupajucim dopytom po zdravsich a udrzatel'nejSich produktoch (Alcorta et al., 2021).
Bielkoviny ako zakladné zlozky potravinovych systémov prispievaji nielen k nutric¢nej
hodnote, ale aj k Strukture a funkénym vlastnostiam vyrobkov. V tejto suvislosti sa Coraz
CastejSie vyuzivaju bielkovinové izolaty a koncentraty rastlinného povodu, ktoré sa vyznacuju
vysokym obsahom esencialnych aminokyselin a priaznivymi funkénymi vlastnostami, ako je
schopnost’ emulgacie ¢i viazat’ vodu (Sharif et al., 2022). Strukoviny predstavuju vyznamny
zdroj rastlinnych bielkovin, ktorych obsah sa pohybuje v rozmedzi 20 - 42 %. Vzhl'adom na
ich aminokyselinové zloZenie, najma pritomnost’ lyzinu, st vhodnym doplnkom ceredlnych
surovin, ktoré st v tejto aminokyseline limitované (Singh et al., 2025). Cestoviny patria medzi
najrozsirenejsie obilninové vyrobky a st vyznamnym zdrojom energie. Tradi¢ne sa vyrabaju
zo semoliny, muky z tvrdej pSenice, ktord zabezpec€uje ich Struktiru a stabilitu pocas varenia.
Z odbornej literatury vyplyva, ze pridavok strukovinovych bielkovin méze modifikovat’
kvalitativne, nutricné parametre a senzorické charakteristiky cestovin (Wee et al., 2019;
Hoehnel et al., 2023), preto cielom tejto prace bolo posudit’ vplyv pridavku bielkovinového
koncentratu z fava fazule na tieto vlastnosti.

Material

Kontrolné vzorka: komeréne dostupnd muka z tvrdej pSenice (F.LLI Matromauro s.p.a., Corato,
Taliansko), (chemické zlozenie na 100 g: 12,8 g bielkovin, 71,2 g sacharidov, 1 g tuku, 2,6 g
vlakniny, 0,004 g soli). Bielkovinovy koncentrat z fava fazule (obsah bielkovin 56 %) poskytla
spolo¢nost DONAUCHEM s.r.o. (Senec, Slovensko). Kompozitné mucne zmesi boli
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pripravené nahradou muky z tvrdej pSenice bielkovinovym koncentratom z fava fazule v
podieloch 10, 20, 30 a 40 % (oznacené ako F10—F40).

Metodika

Cestoviny boli pripravené podla modifikovaného postupu autorov Wee et al. (2019). V
laboratornom lise na cestoviny (GGM Gastro International GmbH, Nemecko) sa 200 g suchych
surovin (semolina a bielkovinovy koncentrat) zmiesalo s vodou a miesilo 30 mintt. Cesto sa
nasledne vytlacalo cez matricu typu ,,pappardelle® (Sirka 16 mm).

Kvalitativne vlastnosti uvarenych cestovin, ako st optimalny cas varenia (OCT), index
napuciavania (SI), straty varenim (CL) a absorpcia vody (WA) boli stanovené podl'a metodiky
opisanej autormi Chetrariu a Dabija (2021).

Obsah bielkovin bol stanoveny meranim celkového obsahu dusika Kjeldahlovou metédou
(Rizvi et al., 2022). Celkova energeticka hodnota spolu s d’al§imi parametrami, ako je obsah
tuku a celkovych sacharidov, bola stanovené podla stadie autorov Holkovic¢ova et al. (2025);
tieto vysledky vsak nie su sucast’ou prezentovanej prace.

Senzorické hodnotenie bolo realizované jedendst'¢lennou vyskolenou skupinou panelistov,
ktord posudzovala farbu, vonu, chut’, textiru a celkovu akceptovatelnost’ uvarenych cestovin
pomocou patbodovej hedonickej stupnice (1 — vel'mi neprijatel'né, 5 — vel'mi prijate'né) podl'a
Stadie autorov EI-Sohaimy et al. (2020).

Analyzy sa vykonali trikrat a vysledky su vyjadrené ako aritmeticky priemer + smerodajna
odchylka. Statisticka vyznamnost’ rozdielov bola posidena pomocou ANOVA pri hladinach p
<0,05,p<0,01 ap<0,001, pri¢om na porovnanie skupin sa pouzil Fisherov LSD test. Vypocty
sa realizovali v programe Statgraphics 19 (Statsoft-Inc., The Plains, VA, USA).

Vysledky a diskusia

Vysledky ukazali, Ze pridavok bielkovinového koncentratu z fava fazule vyznamne ovplyvnil
kvalitativne parametre cestovin (Tab. 1).

Tabul’ka 3: Kvalitativne vlastnosti cestovin.

OoTC WA CL Sl

(min) (9/1009) (%) (g H20/10009)
KV 9,80+0,28 120,15+1,85 4,23+0,14 1,45+0,03
F10 10,10+0,14 123,62+1,69* 3,60+0,54 1,61+0,02**
F20 10,30+£0,07* 124,85+5,34* 5,42+0,29 1,68+0,01***
F30 11,08+0,11*** | 137,81+1,61*** |  5824+0,23* 1,8240,02%**
F40 11,13+£0,04*** | 155,35+4,15%** |  6,58+0,44** 2,10+0,02%**

* kR REX oznaCuju Statisticky vyznamny rozdiel na hladinach vyznamnosti p < 0,05, p < 0,01 a p <0,001; F — bielkovinovy
koncentrat z fava fazule, F10-F40 — podiel F v kompozitnych maénych zmesiach, KV — pseni¢na muka, OCT — optimalny ¢as
varenia, WA — absorpcia vody, CL — straty varenim SI — index napu¢iavania

OTC sa s rastucim podielom koncentratu predlZoval, co mozno pripisat’ znizenému obsahu
Skrobu v kompozitnej zmesi a vysSiemu obsahu bielkovin, ktoré brania prenikaniu vody do
Struktary cestovin pocas varenia (Bresciani et al., 2022). Dalej bol preukazany statisticky
vyznamny rozdiel medzi parametrom CL pre cestoviny s vys$S§im pridavkom koncentratu
z fazule (F30, F40) a KV. Tento jav mozno pripisat’ naruseniu lepkovej siete, ked’ze bezlepkové
bielkoviny strukovin netvoria sudrznii matricu, ktora by pocas varenia udrziavala integritu
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Struktary (Garcia-Valle et al., 2021). WA, parameter ktory predstavuje schopnost’ cestovin
absorbovat’ vodu pocCas varenia, sa vyrazne zvysil u vSetkych vzoriek inkorporovanych
cestovin. Vys$ia hodnota WA zvycajne stuvisi s vy$§im obsahom vlékniny alebo poréznejsou
Struktarou, ¢o nasledne ovplyviuje texturu finalneho produktu. Zvysena absorpcia vody moze
prispiet’ aj k zlepSeniu textiry tym, ze cestoviny ziskaju méksiu a sidrznejSiu konzistenciu
(Desai et al., 2018). SI vyjadruje schopnost’ cestovin zvacsit’ svoj objem pocas varenia. VyssSia
hodnota SI naznacuje vyssiu schopnost’ viazat' vodu, ¢o sa premieta do priaznivejsej textiry
a senzorickej akceptovatel'nosti cestovin (Gull et al., 2018). Hodnoty SI vzoriek obsahujtcich
koncentrat sa vyrazne zvysili, o je v stlade so zisteniami autorov Sharif et al. (2022), podla
ktorych cestoviny obohatené o strukovinové bielkoviny vykazovali vysSiu schopnost
napuciavat’ v dosledku ich interakcie medzi s vodou.

Tabul’ka 4: Obsah bielkovin v pripravenych cestovinach.

Bielkoviny Bielkoviny
(9/100 g) (% z celkovej energie)
KV 12,15+0,27 14,11
F10 13,57+0,12%** 16,13
F20 18,51+0,20%** 22,52
F30 22,65+0,24%** 26,46
F40 25,65+0,18%** 29,17

* Rk REX oznaCuju Statisticky vyznamny rozdiel na hladinach vyznamnosti p < 0,05, p < 0,01 a p <0,001; F — bielkovinovy
koncentrat z fava fazule, F10-F40 — podiel F v kompozitnych mi¢nych zmesiach, KV — pSeni¢na muika.

Obsah bielkovin predstavuje kI'i¢ovy nutri¢ny parameter, ktory vyznamne prispieva k celkove;j
vyzivovej hodnote potravinového produktu (Berrazaga et al., 2020). Kontrolnad vzorka
semolinovych cestovin obsahovala 12,15% bielkovin, zatial ¢o obohatenie cestovin
bielkovinovymi koncentratmi z fava fazule viedlo k vyznamnému zvySeniu obsahu bielkovin.
Na zaklade tychto udajov mozno formulécie cestovin s viac ako 20 % pridavkom fazul'ového
koncentratu v tejto Stadii klasifikovat’ podl’a nariadenia Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢.
1924/2006 (Nariadenie EC, 2006) ako potraviny s vysokym obsahom bielkovin (t.j. ak
potravina obsahuje minimalne 20 % energetickej hodnoty z bielkovin) (Tab 2).

Senzorické hodnotenie cestovin nepreukdzalo Statisticky vyznamné rozdiely v celkovej
akceptovatelnosti cestovin s 10 a 20 % pridavkom bielkovinového koncentratu z fava fazule

s semolinovymi cestovinami. Vyrobky s vy$§im podielom koncentratu sa vyznacovali
intenzivnou strukovinovou chut'ou a vonou.

Zaver

Ziskané vysledky potvrdzuju, ze pridavok bielkovinového koncentratu z fava fazule vyznamne
zvySuje nutriéni hodnotu cestovin vd’aka vysSiemu obsahu bielkovin a zlepSenej schopnosti
viazat’ vodu. Zaroven vSak dochadza k zmenam technologickych a senzorickych parametrov,
najmd pri vy$Sich podieloch, ¢o poukazuje na potrebu optimalizacie receptury s cielom
zachovat vyvazené kvalitativne vlastnosti findlneho produktu.
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Vplyv pridavku jablkovej vlakniny na kvalitativne parametre a senzorické
vlastnosti bezlepkovych suSienok

The effect of apple fiber addition on the quality parameters and sensory
evaluation of gluten-free cookies

Viktoria Piri, Tatiana Holkovicova, Lucia Minarovicova, Michaela Laukova, Zlatica
Kohajdova

Fakulta chemickej a potravinarskej technologie, Slovenska technickad univerzita v Bratislave

Summary

In modern times, consumer interest in gluten-free cereal products is increasing. This trend is driven both
by the growing proportion of the population affected by gluten-associated disorders and by a large
number of consumers who prefer this type of food. These products are typically characterized by a low
fiber content; therefore, incorporating fiber into gluten-free products may contribute to enhancing their
nutritional profile. The aim of this study was to assess the effect of commercially available apple fiber
addition (0-5% based on flour weight) on the quality parameters and sensory characteristics of gluten-
free cookies made from corn flour. The incorporation of fiber significantly affected cookie dimension,
volume, volume index, and specific volume of the products. Sensory evaluation showed significant
differences in odour, colour and hardness of the cookies incorporated with apple fiber compared to the
corn flour control sample.

Keywords: gluten-free, cookies, apple fiber, qualitative characteristics, sensory evaluation

Uvod

Celiakia je autoimunitné ochorenie tenkého ¢reva vyvolané poZitim lepku — bielkovinového
komplexu obsiahnutého v pSenici, jacmeni a razi (Simon et al., 2023). Jedinou G¢innou lie¢bou
je prisne a celozivotné dodrZiavanie bezlepkovej diéty, ¢o si vyZaduje zasadni zmenu
stravovacich navykov (Mazzola et al., 2024). Lepok, tvoreny hlavne gliadinom a gluteninom,
dodava pSenicnému cestu pruznost’ a taznost. Prave preto z technologického hl'adiska jeho
absencia predstavuje vyzvu pri formulécii bezlepkovych produktov a je potrebné hl'adat’ nové
alternativy, ktoré ho dokézu nahradit’ v bezlepkovych vyrobkoch (Aljada et al., 2021). Jednou
z nich sa javi pridavok jablkovej vlakniny, ktora svojimi funkénymi vlastnostami prispieva k
zlepSeniu kvality tychto produktov. Jej pridavok do bezlepkovych potravinarskych vyrobkov
prispieva k zlepSeniu textlry a senzorickych vlastnosti findlnych produktov (Lyu et al., 2020).
Predmetom tejto Stadie je skumanie vplyvu pridavku jablkovej vlakniny na kvalitativne
parametre a senzorické vlastnosti bezlepkovych susienok vyrobenych na baze kukuri¢nej muky.

Material

Kukuri¢nd muka (Kroner, s.r.o., Slovensko) s obsahom 10,4 g bielkovin, 1,9 g tuku, 81,4 g
sacharidov a 3,7 g vlakniny na 100 g produktu. Jablkova vldknina s obsahom 8,39 g bielkovin,
5,73 g tuku a 12,10 g sacharidov na 100 g produktu (Natural Jihlava, Slovensko). Ostatné
suroviny (margarin, vajcia, sachardza, praSok do peciva) boli zakiipené v miestnych obchodoch
s potravinami.

Priprava suSienok

Susienky boli pripravené podl'a receptiury uvedenej v tabul’ke ¢ 1. Pri vyrobe suSienok bolo 1
%, 3 % a 5 % z receptirneho mnozstva kukuri¢nej miky nahradenych jablkovou vldkninou. Pri
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vyrobe suSienok boli pouzité nasledujiice technologické operacie: zmieSanie surovin,
vypracovanie cesta, val’kanie cesta na hribku 1 cm a tvarovanie (priemer 5 cm). Nasledne sa
suSienky piekli 15 minat pri 160°C v teplovzdusnej rare. Po upeceni sa suSienky nechali
vychladntit’ a pouzili sa na d’alSiu analyzu (Akubor a Oniwano, 2003).

Tabulka 1: Zakladnd receptura na vyrobu susienok
Surovina Percentudlne zastlpenie Navazok
(%) (8)
Kukuri¢éna muka 49,5 300
Margarin 20 121,2
Vajcia 10 60,6
Sacharéza 20 121,2
Prasok do peciva 0,5 3

Stanovenie kvalitativnych parametrov susienok

V tejto praci boli stanovené nasledujuce kvalitativne parametre: straty peenim a objem
suSienok (Minarovic¢ova et al., 2018), objemovy index a hustota (Mala et al., 2024), Specificky
objem (Ma a Baik, 2018) a vyska a Sirka (Laukova et al., 2019).

Senzorické hodnotenie suSienok

Senzorické hodnotenie suSienok sa uskuto€nilo na zaklade postupu podl'a Akubor a Oniwano
(2003). Hodnotenie vykonalo 13 hodnotitel'ov, ktori ohodnotili nasledujuce senzorické
vlastnosti: chut’, vona, tvar, tvrdost’ a farba produktov pomocou 7-bodovej hedonickej stupnice
(0 — neprijatel'na, 7 — vel'mi prijatelnd).

Statistické vyhodnotenie vysledkov

VSetky stanovenia sa vykonali trikrat a vysledky su vyjadrené ako aritmeticky priemer +
smerodajna odchylka. Statisticky vyznamné rozdiely boli posudené pomocou ANOVA pri
hladinach p<0,05, p<0,01 a p<0,001, pricom na porovnanie skupin bol pouzity Fisherov LSD
test. Vypocty boli uskutonené v programe Statgraphics 19 (Statsoft-Inc., The Plains, VA,
USA).

Vysledky a diskusia
Tabul'ka 2 znazoriiuje vysledky hodnotenia kvalitativnych parametrov bezlepkovych susienok
na baze kukuri¢ného $krobu s pridavkom jablkovej vldkniny.

Tabul'ka 2: Kvalitativne parametre suSienok s pridavkom jablkovej vldkniny
Pridavok jablkovej vlakniny (%)
KV 1 3 5
16,41 15,55 15,19
W r 0 ) ] 1
Straty pecenim (%) 19,73 £0,56 £0,45%+ 1£0,89%* 10,48% %+
. 11,67
3 * )
Objem (cm?) 15,33 £0,42 | 14,97 +£0,55 | 14,73 +£0,29 10,1 5%
A 3,00 o .
Objemovy index (cm) 2,49 +£0,12 1£0,08%* 2,91 £0,13 2,68 £0,16
Specificky objem 173,70 144,46 144,37 118,38
(cm3.100 g} +1,77 +2,97** +3,73%* £5,74%%*
Vyska (cm) 0,92 +0,02 | 0,89 £0,01* | 0,85 £0,02** | 0,83 £0,01**
<, 4,45 4,36 4,30
Sirka (cm) 4,59 +0,03 1£0,09%* 10,08%** 10,05%%*
0,69 0,85
-3 ) *% )
Hustota (g.cm™) 0,58 £0,01 £0,00%* 0,69 +0,02 1£0,04% %
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KV — kontrolna vzorka; * ** *** indikuje Statisticky vyznamny rozdiel (p<0,05; p<0,01; p<0,001) oproti kontrolnej vzorke

Na zaklade vysledkov mozno konstatovat’, ze pridavok jablkovej vldkniny mal Statisticky
vyznamny vplyv na kvalitativne parametre suSienok. Bolo zistené, ze pri suSienkach s
pridavkom vlakniny sa straty pecenim vyrazne znizili (15,19-16,41 %) v porovnani s
kontrolnou vzorkou (19,73 %). Tento pokles mdze byt spdsobeny zvySenou schopnostou
jablkovej vlakniny viazat’ vodu, ¢im sa znizuje ubytok hmotnosti pocas pecenia (Fidriyanto et
al., 2023). Objem patri medzi klI'ai¢ové ukazovatele kvality pekarenskych vyrobkov (Fartellini
et al., 2018). So zvySujucim sa podielom vldkniny v suSienkach bol pozorovany vyrazne;jsi
pokles objemu a Specifického objemu suSienok. Najvyssie hodnoty boli namerané pri
kontrolnej vzorke (15,33 cm?® a 173,70 cm®.100 g'), zatial’ ¢o pre suSienky s 5 % obsahom
jablkovej vladkniny tieto parametre predstavovali 11,67 cm? resp. 118,38 cm®.100 g™'. Stibezne
s tym bol zaznamenany narast hustoty (0,58 — 0,85 g.cm™), zniZenie vysky (0,92 cm — 0,83 cm)
a Sirky (4,59 cm — 4,30 cm) suSienok, €o je v stlade s vysledkami autorov Salari et al. (2024).
Dani autori tento efekt vysvetl'uju tym, ze vldknina naviaze na seba vodu a ovplyviiuje aj proces
mazovatenia Skrobu, ¢o vedie k mensej expanzii vyrobkov. Obrazok 1 znazoriuje vysledky
senzorického hodnotenia suSienok. Senzorické hodnotenie ukdzalo, ze pridavok jablkovej

vlakniny mal pozitivny vplyv na chut, voiu a farbu susienok.
tvar

farba — K\
1% JV
— 3 % JV
5 0% JV

chut’

tvrdost’ vona

Obrazok 1: Senzorické hodnotenie kukuriénych susSienok s pridavkom 1 %, 3 %, 5 %
jablkovej vlakniny

KV —kontrolna vzorka, JV — jablkova vlaknina

Najvyssie bodové ohodnotenie chuti vykazovala vzorka s 5 % pridavkom vlakniny, ¢o
poukazuje na to, Ze inkorporacia ovocnej vlakniny moze mat’ priaznivy vplyv na senzorické
vlastnosti susienok. Tuto skutocnost’ potvrdili vo svojich predchddzajucich stadiach aj Naseem
etal. (2024). Dalej bolo zistené, Ze pridavok jablkovej vlakniny zvysil tvrdost’ susienok. Autori
Kruczek et al. (2023) dokumentovali, Ze zvySena tvrdost’ suSienok inkorporovanych jablkovou
vldkninou je zapriinend jej vysokym podielom nerozpustnej vlakniny (37,32 %), ktord
absorbuje vel'ké mnozstvo vody pocas miesenia, ¢im sa zvySuje tvrdost’ cesta, Co ovplyviiuje
texturu findlneho produktu.

Zaver

Ziskané vysledky preukézali, Ze pridavok jablkovej vlakniny vyznamne ovplyviiuje
technologické a senzorické vlastnosti bezlepkovych suSienok.

Pod’akovanie

Autori d’akuju STU za finan¢na podporu v ramci Grantovej schémy na podporu mladych vyskumnikov
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Vliv poradi laktace a sezonnosti na obsah laktoferinu v kravském mléce

The influence of lactation order and seasonality on lactoferrin content in
cow's milk

'PospiSil Jan, ‘Bartiakova Klara, 'Vorlova Lenka, ZHanu§ Oto, 'Navratilova Pavlina

'Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita Brno
2Vyzkumny tistav mlékdarensky s.r.o., Praha

Summary

Lactoferrin is a representative of non-heme iron-binding glycoproteins, so-called transferrins. It has
antibacterial, antiviral and antiparasitic activity and is a significant, naturally occurring inhibitory
substance in milk. This work deals with the influence of season and lactation order on the content of
lactoferrin in cow's milk. Individual milk samples (n = 90) were collected from farms in the Czech
Republic, in the region of North Moravia. The samples were collected in March (n = 30), June (n = 30)
and September (n = 30) of 2023. Two breeds were chosen for the experiment, Czech Fleckvieh and
Holstein cattle. Lactoferrin was determined by high-performance liquid chromatography using a photo
diode array detector. The determined content of lactoferrin ranged from 28.9 to 792.6 mg.I"* and the
average content was 182.4 + 138.4 mg.I™. The median of the analyzed data set was 137.9 mg.I™". Analysis
of the measured data revealed that neither the order of lactation nor seasonality has a statistically
significant effect on the concentration of lactoferrin in milk. Analysis of the influence of other
parameters that may be related to the content of lactoferrin is part of ongoing scientific research
projects of the institute.

Keywords: transferrins; seasonality; order of lactation; Czech Fleckvieh; Holstein cattle

Uvod

Laktoferin je zastupcem nehemovych glykoproteinli vazajicich Zelezo, tzv. transferinl. Ma
antibakterialni, antivirovou a antiparazitarni aktivitu a je vyznamnou, piirozen¢ se vyskytujici
inhibi¢ni latkou mléka. Laktoferin je soucasti imunitni odpovédi organismu, a proto mize byt
potencidlnim indikatorem onemocnéni mlécné zlazy, naptiklad mastitid (Navratilova et al.,
2022; Barlowska et al., 2024). Laktoferin mize inhibovat riist gramnegativnich bakterii
prostfednictvim své schopnosti vazat zelezné ionty, nebo pfimym usmrcovanim urcitych
bakterialnich kmentd (Rainard et Riollet, 2006). Kromé imunologické funkce v mlé¢né zlaze
dojného skotu je koncentrace laktoferinu zajimava také kvuli jeho dal§im uéinkiim, jako jsou

-----

(Nayeri et al., 2020), véetné n¢kterych nadorovych onemocnéni u lidi. (Duarte et al., 2011).

Material a metody

Odbeér individualnich vzorkd mléka (n = 90) prob&hl v chovech na uzemi Ceské republiky, v
oblasti severni Moravy. Odbéry byly provadény v bieznu (n = 30), Cervnu (n = 30) a
zati (n = 30) roku 2023. Potadi laktace u sledovanych dojnic se pohybovalo v rozmezi 1 — 5.
Laktoferin byl stanovovan metodou vysoce ucinné kapalinové chromatografie na pfistroji
Alliance 2695 (Waters Corporation, USA) s kolonou Poroshell 300SB-CS8, 2,1 x 75 mm, 5 um
(Agilent Technologies, USA) s vyuzitim gradientové eluce a detekci analytu na detektoru
fotodiodového pole PDA 2996 (Waters Corporation, USA) pii 205 nm. Mobilni faze byla
tvofena smési acetonitrilu, kyseliny trifluoroctové a vody. Priitok mobilni faze kolonou ¢inil
1,0 ml.min™" a kolonova sekce byla temperovana na 50 °C. Uprava vzorku mléka pred vlastni
chromatografickou detekci spoc¢iva v odtu¢néni, nasledném vysrazeni ptidavkem 10% kyseliny
octové do bodu pH 4,6, odstfedéni syrovatky a jeji filtraci pomoci stiikackového filtru
0 velikosti port 0,22 pm. Objem nastiiku vzorku z vialky na kolonu €inil 5 pl.
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Vysledky

Stanoveny obsah laktoferinu v celkovém souboru vzorkli se pohyboval v rozpéti 28,9 —
792,6 mg.I"t. Primérny obsah ¢inil 182,4 + 138,4 mg.I"t a median analyzovaného souboru dat
gini 137,9 mg.I". V jarnim obdobi se koncentrace pohybovala v rozpéti 49,2 — 477,8 mg.12,
primérnd koncentrace laktoferinu ¢inila 208,7 + 125,7 mg.I" a medidn 185,0 mg.I. V letnim
obdobi byl rozsah nameétenych koncentraci vyrazné §irSi a pohyboval se v rozpéti 28,9 —
792,6 mg.It. Priméma hodnota laktoferinu ¢inila v letnim obdobi 175,9 + 166,0 a median
123,8 mg.I". V podzimnim obdobi se obsah laktoferinu pohyboval v podobném mnoZstvi jako
na jaie, konkrétné v rozpéti 31,5 — 413,5 mg.I"t. Primérna hodnota laktoferinu v podzimnim
obdobi ¢inila 163,3 + 112,4 a median 132,5 mg.1"%. Statistickou analyzou naméfenych dat bylo
zjisténo, ze poradi laktace ani sezonnost nemd statisticky vyznamny vliv na koncentraci
laktoferinu v mléce. Skutecnost Zze mezi jednotlivymi obdobimi neni patrny vyznamny rozdil
Vv obsahu laktoferinu Ize odvodit i z krabicového grafu ¢. 1. primérnych hodnot za jednotliva
odbérova obdobi. Obdobné graf €. 2 odpovidd vysledku statistické analyzy, tj. mezi
jednotlivymi skupinami dojnic rozdélenych dle poradi laktace neni statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 1: Koncentrace laktoferinu ve sledovanych obdobich laktace
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Graf 2: Koncentrace laktoferinu v zavislosti na poradi laktace dojnice
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Diskuse

Barlowska et al. ve své praci z roku 2024 uvadi primérnou hodnotu laktoferinu v mléce
Holstynského skotu 96,8 + 19,4 mg.I"t. Tato hodnota je vyrazné niz$i nez nami zjisténych
182,4 + 138,4 mg.I"%, coz odpovida tomu, Ze v ramci naseho pokusu byly odebirany vzorky i
od zvirat s podezfenim na subklinické formy mastitid. Tang et al. ve své praci z roku 2023,
zabyvajici se vlivem sezony, typu chovu, plemene a zdravi mlééné zlazy na obsah Sesti
bioaktivnich proteini v mléce, uvadi nasledujici hodnoty laktoferinu: 14,4 mg.100 g (jaro),
13,4 mg.100 g* (1éto) a 15,3 mg.100 g (podzim). Po prepoétu pomoci hustoty tedy uvedené
koncentrace ¢ini 148,8 mg.I? (jaro), 138,4 mg.I* (1éto) a 158,0 mg.I* (podzim) oproti nami
stanovenym hodnotam 208,7 mg.I"* (jaro), 175,9 mg.I"* (1éto) a 163,3 mg.I™* (podzim). Z hodnot
je patrné, ze v prvnich dvou obdobich probihd v obou provadénych pokusech stejny trend
poklesu laktoferinu na nizsi letni hodnoty. V podzimnim obdobi se trend jiz rozchazi, nicméné
primérnéd hodnota v tomto obdobi se velmi blizi hodnoté, kterou stanovili Tang et al.

Zavér

Stanoveny obsah laktoferinu se pohyboval v rozpéti 28,9 — 792,6 mg.I" a primérny obsah ¢inil
182,4 + 138,4 mg.1"t. Median analyzovaného souboru dat ma hodnotu 137,9 mg.1"t. Analyzou
naméfenych dat bylo zjiSténo, Ze potadi laktace ani sezénnost nema4 statisticky vyznamny vliv
na koncentraci laktoferinu v mléce. Analyza vlivu dalSich parametrti, které mohou mit vztah k
obsahu laktoferinu, je soucasti dalsich projektovych védecko-vyzkumnych praci.
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Modelovani vlivu skladovacich podminek na riistové parametry
Bacillus cereus ve varenych pSeni¢nych téstovinach

Modeling the effect of storage conditions on growth parameters of
Bacillus cereus in cooked wheat pasta

Stojanova Katefinal, Bursova Sarkal, Necidova Lenkal, Bartakova Klara!,
Harustiakova Danka?, Pechanova Klaral, Matl Patrik?®

Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita Brno, Ceskd republika
2Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita Brno, Ceska republika

Summary

Cooked wheat pasta can be contaminated with an emetic toxin produced by Bacillus cereus, which is
resistant to heat and acidic conditions and may cause gastrointestinal symptoms such as nausea and
vomiting. This study examined the effect of storage temperature on the growth of toxigenic B. cereus in
cooked pasta using primary mathematical models. Growth was monitored at 4, 12, 18, 24, 30, and 36 °C
with four collection strains. Samples were analysed regularly, and the data were used to develop growth
models and assess consumer risk. The findings contribute to understanding B. cereus behaviour in food
and may support HACCP plan updates.

Keywords: predictive microbiology, Gompertz model; growth rate; lag phase

Uvod

Skrobnaté potraviny jsou b&Znou souéasti jidelnicku, avsak mohou byt kontaminovany
emetickym toxinem cereulidem produkovanym bakterii Bacillus cereus. Tento toxin je stabilni
vaci zahfivani i kyselému prostiedi a zptsobuje nevolnost ¢i zvraceni zpravidla do 1-5 hodin
po konzumaci kontaminované potraviny (Meng et al., 2022).

Vyskyt B. cereus byl zaznamenan napiiklad ve vafené ryzi (Bursova et al., 2024). Studie od
Juneja et al. (2019) piedstavuje model popisujici rast této bakterie ze spor béhem chladnuti
vafenych téstovin.

Mikrobiologick4 bezpecnost potravin zavisi na kontrole rlstu patogenti, pfi¢emz prediktivni
modely umoziiuji odhadnout jejich chovani v ¢ase a za danych podminek (Stavropoulou et al.,
2019; Taiwo et al., 2024). Cilem této prace bylo pomoci Gompertzova modelu popsat rust
B. cereus ve varenych pSeni¢nych téstovinach pii riznych skladovacich teplotach.

Material a metody

Pro posouzeni rustu Bacillus cereus ve vatenych pSeni¢nych téstovinach byly pouzity Ctyfi
toxigenni kmeny, pro kazdy z nich byla samostatné pfipravena suspenze spor. Kmeny byly
kultivovany na Sikmém TSA agaru (pH 7) pii 30 °C po dobu 24 hodin, nésledné preneseny
do sporulacniho média (zivny agar s glukdzou a MnSOs) v Roux ldhvich a inkubovany 6 dni.
Spory byly uvolnény pomoci sklenénych kuli¢ek a fyziologického roztoku, tiikrat promyty
odstfedénim a vyslednd suspenze (108 KTJ-ml™") byla oSetiena ultrazvukem a skladovana pii
4 °C. Ptitomnost spor byla ovéfena mikroskopicky barvenim malachitovou zeleni.

Smésnéd suspenze kmenit (1:1:1:1) byla zahtidta na 85 °C po dobu 10 minut, zchlazena
a nafedéna pro inokulaci. Vatfené té€stoviny byly asepticky rozd€leny (10 g/vzorek) do sterilnich
sacki a rozdéleny podle skladovaci teploty (4, 12, 18, 24, 30 a 36 °C). Pro kazdou teplotu byly
pfipraveny tfi inokulované sady a jedna kontrolni. Po inokulaci byla cilovd koncentrace
B. cereus ptiblizné 10> KTJ-g™.
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Vzorky byly odebirany v rtiznych €asovych intervalech a analyzovany nanesenim 0,2 ml
prislusného fedéni na povrch MYP agaru (Oxoid Ltd.) a nasledné kultivovany pti 30 °C po
dobu 24 hodin.

Nameétené pocty (KTJ-g™) byly logaritmicky transformovany a vyuzity k sestaveni rtistovych
modeld. Rust pti 4 °C byl popsan linearnim regresnim modelem, pro vyssi teploty byl pouzit
Gompertztiv model (Gibson et al., 1988; Zwietering et al., 1990). Data byla zpracovana v
softwaru R s vyuzitim balicku ,,nlsMicrobio* (R Core Team, 2024).

Vysledky a diskuse

Vytvotené rustové kiivky B. cereus pro jednotlivé skladovaci teploty jsou uvedeny na
Obrazku 1.
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Obrazek 1: Rust Bacillus cereus v pSeni¢nych téstovinach charakterizovany linedrnim modelem
(pti teploté 4 °C) a nelinedrnim Gompertzovym modelem (pfi teploté 12-36 °C).
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Pti 4 °C nebyl béhem 14 dni pozorovan rist B. cereus, coz naznacuje setrvani populace v lag
fazi. Se zvysujici se teplotou rostla 1 rychlost ristu. Pii 12 °C dosahl pocet bakterii hodnoty
4,50 log KTJ-g! po 79 hodinach, ristovou kiivku vsak nelze povazovat za kompletni. Pti
teplotach nad 18 °C byl zaznamenan plny rist s maximy pies 9 log KTJ-g': pti 18 °C po 48 h,
pti 24 °Cpo 24 h apti 30 a 36 °Cjiz po 12 h.

Podobny trend zaznamenali i Juneja et al. (2019), kdy se se stoupajici teplotou zkracovala lag
faze rustu. Srovnatelné vysledky byly naméteny pii teplotdch 12 °C vs. 13 °C, 18 °C vs. 19 °C,
24 °Cvs. 25 °C, 30 °C vs. 31 °C a 36 °C vs. 37 °C. Na rozdil od této studie vSak Juneja et al.
(2019) nehodnotili rust pii 4 °C, nebot jejich méfeni zacinalo az na 13 °C, a vysledky pfi této
teploté tak nejsou vzajemné porovnatelné.

Zavér

Pro hodnoceni bezpecnosti potravin je zasadni znat ristovou dynamiku patogennich bakterii
a vliv teploty na jejich mnozeni. Podle Vyhlasky ¢. 137/2004 Sb. je nutné varené pseni¢né
téstoviny co nejdiive zchladit a uchovavat pii teploté do 4 °C. Ponechéni pti pokojové teplote
(okolo 20 °C) ¢i vyssi vede béhem né¢kolika hodin k vyznamnému pomnozeni B. cereus
a zvySenému riziku intoxikace, pfi¢emz rist bakterii urychluje vyssi teplota skladovani.

Podékovani
Studie byla finan¢né podpofena Interni grantovou agenturou VETUNI Brno, projekt ¢. 228/2025/FVHE.
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Genetické vlastnosti izolatu MRSA CC398 u zvirat: Porovnani mezi
hospodarskymi zviraty, domacimi mazlicky a lidmi

Genetic properties of MRSA CC398 isolates in animals: A comparison
between livestock, pets, and humans

!Brodikova Kristyna, !Karpi§kova Renata

LUstav verejného zdravi, Lékarska fakulta, Masarykova Univerzita, Brno

Summary

This study analyzes MRSA isolates of clonal complex CC398 obtained from humans, livestock, and
companion animals. A genetic distinction between human-associated HO-MRSA and animal-associated
LA-MRSA was confirmed, with LA-MRSA isolates also detected in human patients. LA-MRSA were also
identified in companion animals, suggesting a broader host adaptability and their significance in the
epidemiology of this pathogen.

Keywords: CC398; HO-MRSA; LA-MRSA; genetic analysis

Uvod

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) piedstavuje zavazny patogen u lidi,
hospodaiskych zvitat a domacich mazlickt. Prvni izolace MRSA u zvifat byla popsana v roce
1972 u krav s mastitidou, pozdéji se objevila také u prasat. Termin LA-MRSA (livestock-
associated MRSA) byl zaveden v souvislosti s vyskytem téchto kment u prasat v Nizozemsku
Vv roce 2005, pfi¢emzZ nejcastéji se jednalo o klonalni komplex CC398, adaptovany na zvifeci
hostitele.

Domaci mazlicci predstavuji dal§i mozny rezervoar MRSA. U psti a kocek byly detekovany jak
nemocnic¢ni (napi. EMRSA-15, CC5, CC8), tak komunitni varianty (napt. USA300), u kralika
pak specifickd linie CC1. Prevalence MRSA u domécich mazlickt dosahuje 3,6—-5,7 %, coz
poukazuje na potencialni riziko pfenosu na ¢lovéka.

Krom& LA-MRSA zahrnuje klondlni komplex CC398 také izolaty lidského plvodu (HO-
MRSA), které se odliSuji pfitomnosti genii IEC klastru (immune evasion cluster) a vyssi
afinitou k lidskym hostitelim.

Prezentovand studie se zameétfuje na genetickou charakteristiku izolathi MRSA CC398
ziskanych od lidi, hospodatskych zvifat a domacich mazli¢ki s cilem porovnat jejich vlastnosti,
identifikovat rozdily mezi LA- a HO-MRSA a porozuméni adaptace tohoto klonalniho
komplexu napftic hostiteli.

Metody

Vzorky od lidi, domacich mazlicki, skotu a prasat byly ziskany ze soukromych klinickych
laboratofi, FNOL a ze Statniho veterinarniho ustavu. VSechny izolaty byly identifikovany jako
MRSA pomoci PCR — geny mecA/mecC a sa442.

U vSech izolatti byla provedena PCR potvrzujici ptislusnost ke CC398 a faktory virulence (pvl,
eta, etb a tst). Spa typizace byla provedena PCR amplifikaci oblasti X genu pro protein A (spa),
produkty byly sekvenovany (externé¢ — Eurofins Genomics, Germany) a analyzovany pomoci
https://spatyper.fortinbras.us/.

U vSech izolath byla také testovana citlivost k antibiotikiim metodou diskové difuze. PouZity
byly disky: DA — klindamycin (2 pg), E — erytromycin (15 pg), CN — gentamicin (10 pg), TE —
tetracyklin (30 ug), C — chloramfenikol (30 pug), CIP — ciprofloxacin (5 pg), FOX — cefoxitin
(30 pg), RD — rifampicin (5 pg).
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Vysledky a diskuze

Celkem bylo za obdobi 2021-2025 ziskano 34 izolatt od hospodaiskych zvitat, 37 izolati od
lidi a 15 izolath od domacich mazlicki, které byly podrobeny genetické analyze (tabulka 1)

U lidskych izolat byly patrné rozdily mezi skupinou HO-MRSA a LA-MRSA. Skupina HO-
MRSA vykazovala ptitomnost gent lUKPV pro Pantontv-Valentinv leukocidin. coz naznacuje
potencialn¢ vyssi virulenci. Naopak ve skupiné lidskych izolati patiicich k LA-MRSA nebyly
tyto geny piitomny viibec. Klonalni rozmanitost byla nizka — v obou skupinach dominoval spa
typ t034, u HO-MRSA téméf vyhradné.

Izolaty od hospodaiskych zvifat (prasata, skot) postradaly vSechny testované virulen¢ni faktory
a byly charakterizovany ptevahou spa typt typickych pro klonéalni komplex CC398, ptedevsim
t034 a t011. To podporuje jejich zafazeni mezi typické LA-MRSA, ptizplisobené zvifecimu
hostiteli.

U domacich mazlickli byly izolaty geneticky bliz§i LA-MRSA neZ lidskym komunitnim
izolatim — ptevazovaly t011 a t034, bez detekce pvl, eta, etb a tst. U kralikd se jednalo vyhradné
0 spa typ t011.

Tabulka 1: Ptfehled detekovanych genli a urenych spa typt u jednotlivych skupin izolati
MRSA CC398

Hostitel pocet pvl eta etb tst spa typ
izolatl
Clovék | HO- 19 19 (100 00%) [0(0O%) |0(0%) |1t034(89,5%),t571 (5,3 %),
MRSA %) t6587 (5,3 %)
LA- 18 0 (0 %) 00%) [0(O0%) |0(0%) |t034(55,6%),t011 (16,7 %),
MRSA t899 (11,1 %), t1255 (5,6 %),
t8620 (5,6 %)
Prase | LA- 24 0 (0 %) 00%) [0(0%) |0(0%) |1t034(25%),t011 (41,7 %), t1255
MRSA (4,2 %), t571 (4,2 %), t1793 (4,2
%), neurceny (20,8 %)
Skot LA- 10 0 (0 %) 00%) [0(0O0%) |0(0%) |1t034 (80 %),t011 (10 %), t4652
MRSA (10 %)
Pes LA- 3 0 (0 %) 00%) [0(0O%) |0(0%) |1t034(33,3%),1t011 (66,7 %)
MRSA
Koc¢ka | LA- 6 0 (0 %) 00%) [0(O%) |0(0%) |t011 (66,7 %),1t034 (16,7 %),
MRSA t4395 (16,7 %)
Kralik | LA- 6 0 (0 %) 00%) [0(0O%) |0(0%) |t011 (100 %)
MRSA

Vsechny izolaty naptic jednotlivymi kategoriemi vykazuji spole¢nou rezistenci viici cefoxitinu
(indikator pro MRSA) a tetracyklinu, coz je charakteristicky znak pro LA-MRSA. Rezistence
ke klindamycinu a erytromycinu se vyskytuje ve vSech skupinach, s vyjimkou izolati od
kralikd, které vykazuji citlivost na tyto latky. U izolath od kralikii se naopak objevuje rezistence
k sulfamethoxazolu/trimetoprimu a gentamicinu. Rezistence vii¢i ciprofloxacinu je detekovana
ve vSech kategoriich, pficemz jeji prevalence je vyrazné vyssi u domacich mazlicki ve srovnani
s ostatnimi skupinami. Tento vzorec rezistence naznacuje Sifeni LA-MRSA napfi¢ riznymi
skupinami, pficemz u kraliki 1ze pozorovat ur€ité rozdily v rezistenci vici specifickym
antibiotikim.
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Graf 1. Rezistence vici antibiotickym latkam u vSech kategorii izolati CC398
Zavér

Analyza MRSA izolati z obdobi 2021-2025 prokézala jasné genetické odliSeni humannich
HO-MRSA a LA-MRSA, piicemz HO-MRSA izolaty vykazovaly pfitomnost virulencnich
gend, zejména IUKPV, a témé&f vyhradné nalezely ke spa typu t034. Tyto nalezy ukazuji na vyssi
virulenci a odliSny evolu¢ni pivod HO-MRSA jako samostatné vyvojové linie. U lidi vSak byly
soucCasn¢ detekovany i izolaty LA-MRSA, coz potvrzuje pienos téchto kmenii ze zvifeciho
prostiedi do humanni populace. Izolaty od hospodaiskych zvifat a domdcich mazlickt
postradaly testované virulen¢ni faktory a byly charakterizovany typickymi LA-MRSA spa typy
(t034, t011), odpovidajicimi klondlnimu komplexu CC398. PiestoZe jsou u domacich mazlicki
¢asto popisovany komunitni kmeny MRSA, v tomto souboru byly vyhradné detekovany kmeny
odpovidajici profilu LA-MRSA. Vysledky tak potvrzuji cirkulaci LA-MRSA napfi¢ riznymi
hostitelskymi skupinami.

Podékovani
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Vliv ochranné kultury na mikrobiologickou kvalitu duSené Sunky

Effect of protective culture on the microbiological quality of cooked ham

Simona Ondruchova, Marta Duskova, Helena Vesela, Pavlina Navratilova,
Alena Zouharova, Markéta HuSakova, FrantiSek Jezek, Josef Kamenik

Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita, Brno

Summary

This study evaluated the microbiological effect of the protective culture SafePro® (Novonesis) in cooked
ham. Two batches were prepared from high-quality pork topside; half contained the culture, the other
served as control. After heat treatment (70 °C/10 min or Fc 10), samples were stored at 3 °C for up
to 3 months. Psychrotrophic microorganisms (pTVC) and lactic acid bacteria (pLAB) were monitored.
The pLAB counts increased to 6.6 log CFU/g, dominated by Pediococcus spp., before heat treatment.
After processing, all samples remained below detection limits throughout storage. The addition of the
protective culture SafePro® contributed to the maintenance of the microbiological stability of cooked
ham throughout the entire storage period.

Keywords: bioprotection; lactic acid bacteria; psychrotrophic microorganisms; thermal stability

Uvod

Znehodnoceni masa v potravinovém fetézci predstavuje zavazny problém s ekonomickymi
I environmentalnimi dopady. Az 23 % masa kon¢i jako odpad, pfedev§im pak ve fazi spotieby
(Karwowska et al., 2021). Hlavni pfi¢inou je mikrobidlni kaZeni. Pocate¢ni mikrobidlni
kontaminace se bézn¢ pohybuje mezi 2-3 log KTJ/g a diky vysokému obsahu Zivin dochazi
ke zkraceni udrznosti (Cavalari et al., 2024). Jednou z G¢innych strategii ochrany jsou ochranné
kultury, zejména bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK), které potlacuji riist nezddouci mikrobioty
kompetici o Ziviny nebo produkci antimikrobidlnich latek, jako jsou organické kyseliny
a bakteriociny (Danielski et al., 2020; Fan et al., 2025).

DusSena Sunka je kvili nizkému obsahu soli, hodnoté pH okolo 6,0 a vysoké aktivité vody
k mikrobialnimu kazeni obzvlast’ nachylna, zejména po krajeni a baleni. Vyuziti ochrannych
kultur se v tomto typu vyrobku jevi jako G€inny nastroj ke zvySeni mikrobiologické stability
a prodlouzeni udrznosti (Hu et al., 2008; Alessandria et al., 2023).

Material a metody

Dusené Sunky byly pfipraveny ve dvou experimentech (Unor a srpen 2024) z veptovych
vrchnich §alt v kategorii ,,nejvyssi jakosti*. Polovina kazdé Sarze obsahovala ochrannou
kulturu SafePro® (Novonesis), druha slouZila jako kontrola. Po tumblovani bylo dilo uloZzeno
na 24 hodin pii 2 °C, nasledné plnéno do bariérovych polyamidovych obalti a tepelné
opracovano dvéma zpiisoby: klasicky (70 °C/10 min; VETUNI Brno) a rezimem Fc 10
(Mauting, Valtice). Celkem bylo analyzovano 116 vzorkd ve dvou paralelach. Odbéry
probihaly pied a po tepelném opracovani, po 1 a 2 tydnech, a po 2 a 3 mésicich skladovani pii
3°C. Vexperimentu 1 (po 7 tydnech) a experimentu 2 (po 6 tydnech) byla provedena
termostatova zkouska (inkubace pfi 15 °C/7 dni).

Mikrobiologickd analyza zahrnovala stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorganismi (pCPM)
a psychrotrofnich BMK (pBMK). Poéty pCPM byly stanoveny dle CSN ISO 17410:2020
na GTK agaru (Oxoid, UK) po 10 dnech inkubace pii 6,5 °C. Pocet pPBMK byl stanoven na
MRS agaru (Oxoid, UK), pfi anaerobni inkubaci (15 °C, 7 dni). Kolonie byly testovany na
kataldzu a oxiddzu. Ve druhém kole byly suspektni izolaty dale identifikovany pomoci
hmotnostni spektrofotometrie MALDI-TOF.
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Vysledky a diskuze
V experimentu 1 byly pocty pCPM i pBMK nizsi (4,3 a 1,8 log KTJ/g) nez v experimentu 2
(5,3 a 2,5 log KTJ/g), viz Tabulka 1. Statistické porovnani mezi jednotlivymi fazemi (maso,
nasolené dilo, po 24 h) vSak neprokazalo vyznamné rozdily (p > 0,05). Po 24 hodinéach vzrostl
pocet pBMK ve vzorcich s ochrannou kulturou az na 6,6 log KTJ/g. V experimentu 2 byla
ve vzorcich s ochrannou kulturou zjisténa dominance Pediococcus spp., zatimco v kontrolnich
vzorcich pievazoval Latilactobacillus sakei, tento vysledek muZe souviset se sloZenim
konkrétniho preparatu SafePro® nebo s mezidruhovou kompetici mezi BMK.

Tabulka 1: Vysledky mikrobiologickych analyz pted tepelnym opracovanim

Ukazatel vVzorek Odbér (prumer po’cn} log KTJ/g)
maso | nasolené dilo | po 24 h
Experiment 1
Bez kultury 4,3 3,9
pCPM 4,3
S kulturou 43 4.4
Bez kultury 1,8 <1,7
pBMK 1,8
S kulturou 6,8 6,6
Experiment 2
Bez kultury 4,8 4,6
pCPM 53
S kulturou 50 4,7
Bez kultury 33¢ 35¢
pBMK 2,5
S kulturou 6,5 P 6,6 P

L — Latilactobacillus sakei; P — Pediococcus spp.

Po tepelném opracovani ziistaly hodnoty pCPM i pBMK ve vSech vzorcich po celou dobu
skladovani pod detekénim limitem. Vyjimkou byl experiment 1, kde se u vzorkli bez ochranné
kultury ptechodné vyskytly pCPM: 1,9 log KTJ/g (2. tyden) a 3,6 log KTJ/g (2. mésic), jak
je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vysledky mikrobiologickych analyz po tepelném opracovani — experiment 1

Odbér (pramér pocétu log KTJ/g)

Ukazatel | Vzorek 0. Po1 Po 2 P07 P02 P03
tyden tydnu tydnech tydnech* mgésicich m¢ésicich

Bez <1,0 <1,0 1,9 2,0 <1,0 <1,0

0CPM kultury <1,0 <1,0 <1,0 3,4 3,6 <1,0

S kulturou <1,0 <1,0 <1,0 2,7 <1,0 <1,0

<1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

Bez <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7

DBMK kultury <1,7 <1,7 <1,7 2,0 <1,7 <1,7

S kulturou <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7

<1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <1,7

*termostatova zkouska (inkubace vzorku 15 °C/7 dni)
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Tabulka 3: Vysledky mikrobiologickych analyz po tepelném opracovani — experiment 2

Odbér (pramér poctu log KTJ/g)

Ukazatel | Vzorek Po 1 Po 2 Po 7 P0 2 P0 3
tyden tydnu tydnech tydnech* meésicich meésicich

Bez <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

0CPM kultury <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

S kulturou <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

<1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

Bez <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <17 <17

DBMK kultury <17 <1,7 <1,7 <1,7 <17 <17

S kulturou <1,7 <1,7 <1,7 <1,7 <17 <17

<1,7 <17 <17 <17 <17 <17

*termostatova zkouska (inkubace vzorku 15 °C/7 dni)

Po termostatové zkousce (15 °C/7 dni) se v experimentu 1 (Tabulka 2) hodnoty obou ukazateld
pohybovaly mezi 1,9-3,9 log KTJ/g, zatimco v experimentu 2 zGstaly pod detekénim limitem
(viz. Tabulka 3). Vysledky potvrzuji, Ze pti spravném chlazeni zistava mikrobiologicka kvalita
tepelné opracované dusené Sunky stabilni i pfi delSim skladovani.

Zavér

Tepelné opracovani se ukazalo jako klicovy krok pro zajisténi mikrobiologické stability dusené
Sunky. I kdyZ nékteré mikroorganismy mohou tepelny zasah ptezit, dodrzeni chladirenského
fetézce efektivné brani jejimu pomnoZeni. Pfidavek ochranné kultury SafePro® piispél
Kk udrzeni mikrobiologické stability duSené Sunky po celou dobu skladovani.

Podékovani
Tato prace byla realizovana v ramci projektu QK23020047 (NAZV, MZe CR).
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Summary

The emergence and dissemination of antibiotic resistance genes in animal microbiomes represent a
growing public health concern. This study investigates the temporal dynamics of the plasmidome and
resistome in broiler chickens under antibiotic treatment. Long-read and short-read sequencing
approaches revealed the diversity and mobility of antibiotic resistance genes and their association with
specific plasmid types. The data showed that fluoroquinolone resistance genes were increasingly
mobilized via MOBP-type plasmids over time, while other resistance types exhibited more stable
patterns. Despite technical limitations, plasmidome analysis provided critical insights into the
mechanisms driving the spread of antibiotic resistance genes, highlighting its importance for monitoring
antimicrobial resistance in agricultural environments.

Keywords: plasmidome; resistome, antibiotic resistance genes, horizontal gene transfer; broiler
chickens

Introduction

The expansion of intensive poultry farming has accelerated the use of antibiotics, which has
contributed to the growth of antibiotic-resistant bacteria. Although regulatory measures in the
European Union restrict the use of antibiotics, poultry farming continues to contribute to the
high consumption of antibiotics [1]. The gut microbiome of chickens, although beneficial for
host health, serves as a reservoir for antibiotic resistance genes (ARGs) that are potentially
transmissible to other bacteria, including pathogens, through horizontal gene transfer (HGT)
[2]. Plasmids play a key role in this transfer. However, studies specifically focusing on the total
plasmid content (plasmidome) in the chicken gut are still scarce [3].

Materials and methods

Fecal samples were collected from Ross 308 broiler chickens housed in three separate houses
on a commercial farm in South Moravia, Czechia. Chickens received enrofloxacin early in life,
with additional sulfamethoxazole/trimethoprim treatment in one house. Plasmid DNA was
extracted from chicken droppings using modified protocols combining Mini and Midi plasmid
extraction kits (Qiagen, GE). Samples were treated with Plasmid-Safe ATP-Dependent DNase
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(Biosearch Technologies, UK) to eliminate chromosomal DNA and then amplified using phi29
polymerase (Biosearch Technologies, UK). Long-read sequencing libraries were prepared with
Oxford Nanopore Technologies kits and sequenced on a P2Solo platform. In parallel, short-read
metagenomic libraries were sequenced on an Illumina NovaSeq X system. Data was processed
using adapter trimming (Porechop), quality filtering and length filtering (BBduk from BBmap
package), and quality control (FastQC). Assemblies were performed using Flye with post-
assembly polishing by Racon. ARGs and mobile genetic elements (MGEs) were identified
using KMA and annotated with ABRicate. Plasmid typing was conducted with the MOB-suite
pipeline. Taxonomic profiling of metagenomic data was performed using MetaPhlAn. Gene co-
occurrence networks were generated by custom Python scripts and visualized with Cytoscape,
while data visualization was performed using Matplotlib.

Results

Plasmidome analysis of the collected chicken fecal samples revealed a high diversity of plasmid
types and associated ARGs. A total of 133 different plasmid types were detected in the
plasmidome, while only 59 were found in the metagenome. Resistance genes associated with
26 different antibiotic classes were identified. Network-based co-occurrence analysis revealed
strong associations between specific plasmids and ARGs, most notably the link between
fluoroquinolone resistance genes and plasmids from the MOBP group (Fig. 1). Temporal
analysis showed a progressive increase in fluoroquinolone resistance genes, particularly linked
to small MOBP-type plasmids. In contrast, resistance to diaminopyrimidines remained
relatively stable throughout the sampling period. Long-read sequencing enabled the
reconstruction of five complete plasmids carrying ARGs, ranging in size from 2.6 kb to 47. 6
kb. Most ARGs in the chicken gut microbiome were found on small plasmids, possibly due to
the higher degradation of large plasmids during extraction, greater copy numbers of small
plasmids, phi29 amplification bias, or microbiome composition. The most occurring plasmid
across the samples was a 3 kb long MOBP-like plasmid of rep cluster 2335 containing
gnrB46-like[pan_9298 gene.

AFluoroquinclones A lonophores
:mggs ADiamir?opyrimidines A Tetraréyclines O {'nc%gfgsct’f
*«MOBQ AMDR A Amindglycosides
o MOB unknown 2 Beta-lactams A Phenicols __ #co-shared
- Alincosamides A Peptides nodes

Figure 1: Co-occurrence network of antibiotic resistance genes and plasmids in different
houses.

The undirected network, where nodes represent plasmids (circles) or antibiotic resistance genes
(triangles), and edges represent their co-occurrence on the same sequence. The width of the
edges corresponds to the number of sequences co-sharing the specific nodes ranging from one
read to 20,712 reads. Layout does not represent similarity or spatial distance as node positions
were manually adjusted for an improved visual clarity.
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Discussion

Our study demonstrated a progressive increase in the mobilization of fluoroquinolone resistance
genes associated with MOBP-type plasmids in the chicken gut microbiome. This finding is
consistent with previous reports showing that fluoroquinolone usage in poultry strongly selects
for plasmid-mediated resistance [4]. Despite the use of trimethoprim-containing treatment in
the second chicken house, no substantial increase in dfr gene prevalence or diversity of plasmid
associations was observed. This suggests that the treatment-induced selective pressure did not
result in detectable mobilization or expansion of diaminopyrimidine resistance genes within the
sampling period, which contrasts with previous studies reporting increased dfir gene prevalence
following similar treatment in pigs [5]. The plasmidome analysis provided deeper insights
compared to metagenomics, emphasizing the critical role of small plasmids in ARG
dissemination. Limitations, such as preferential amplification of small plasmids and potential
degradation of large plasmids during DNA processing, should be considered when interpreting
the data.

Conclusion

Insights into resistance evolution and dissemination require approaches capable of identifying
both chromosomal and mobile genetic elements. Detailed plasmidome analysis revealed
specific signatures of fluoroquinolone resistance gene dissemination that were not captured by
metagenomic analysis alone. Although technical limitations exist, integrating plasmidome and
metagenomic strategies provides a clearer understanding of horizontal gene transfer risks in
complex microbial ecosystems.

This study was financially supported by the IGA VETUNI 208/2024/FVHE project and the Czech
Science Foudation (22-16786S).
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Vliv rizikovych faktorii na vyskyt equinniho astmatu

Impact of risk factors on the development of equine asthma syndrome
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Summary

Equine asthma syndrome (EAS) is a commonly diagnosed respiratory disorder in horses, likely
influenced by a multifactorial etiopathogenesis involving environmental and management-related risk
factors. This retrospective study evaluated the seasonality of 531 clinic visits by horses affected by EAS
at the VETUNI Equine Clinic over a 10-year period. Monthly visit data were standardised to 30-day
months. Statistical analysis revealed a significant variation in case distribution throughout the year (y*
= 17.178; p < 0.001), with a higher frequency of visits observed during the warmer months compared
to the colder season. A comparison with the average monthly precipitation levels in the Czech Republic
suggested a potential link between increased rainfall and a rise in EAS cases, indicating that
environmental moisture may contribute to the seasonal occurrence of the disease.

Key words: equine asthma syndrome; risk factors; seasonality

Uvod

Syndrom equinniho astmatu (EAS) je onemocnéni vyskytujici se v celosvétové populaci koni
s vysokou prevalenci (lvester et al., 2018). Souc¢asna véda piedpoklada, Ze etiopatogeneze EAS
je multifaktorialni problém a velmi dulezity podil vném ma geneticka predispozice a
environmentalni faktory spojené s podminkami a managementem chovu (Couetil et al., 2020).
Mezi hlavni prokazané rizikové faktory vzniku EAS patii inhalace riiznych typl aeroalergend,
které v dolnich cestach dychacich vyvolavaji neinfekéni zanétlivou odpoveéd (Couetil et al.,
2016). U ustijenych koni byva vtomto kontextu nejcastéji zmiflovan organicky prach a
mikroskopické Casti plisni, pochazejici zejména ze sena a podestylky (Ivester et al., 2018).
Naproti tomu u koni chovanych na pastvinach se jako vyznamné faktory podilejici se na rozvoji
EAS uplatiiyji travni pyly a plisné (Dauvillier et al. 2019). Tyto rozdily mohou castené
vysvétlovat sezonni charakter etnosti onemocnéni, kdy epizody exacerbace koreluji s obdobim
zvySené koncentrace konkrétnich alergenti v dechové zon¢ koné. V posledni dobé se zkouma
také mozny vliv virovych infekci, sloZeni respiracniho mikrobiomu a mykobiomu na rozvoj
EAS, coZ nadale podporuje hypotézu multifaktoridlni etiologie (Couetil et al., 2020).

Cilem této studie bylo retrospektivni posouzeni sezénnosti vyskytu EAS u koni, kteti byli v
letech 2011-2020 ptijati na KCHK VETUNI. Ziskana data byla nasledn¢ porovnana s
dostupnymi meteorologickymi udaji o srazkach na uzemi Ceské republiky.

Material a metody

Prostfednictvim archivovanych chorobopisii a databaze VETIS bylo zjiSténo, ze na KCHK
VETUNI Brno bylo mezi lety 2011-2020 zaevidovano 531 navstév koni s EAS. Zatazeni
pacientll do sledovaného souboru probihalo pfi splnéni minimalnich kritérii, mezi néz patiila
evidence kon¢ v databazi kliniky v uvedeném ¢asovém obdobi, znaimé nacionale (vék, pohlavi,
plemeno) a anamnéza i klinické vySetteni svédcici o chronickém zanétu dolnich cest dychacich
dle zrevidovaného konsenzu ACVIM (Couetil et al., 2016). Ziskané informace byly zpracovany
do prehledové tabulky znazorfiujici sezonni rozvrstveni navstév nemocnych koni.

35



Sekce 2 Chov zvirat, vyZiva zvirat a biochemie

V rémci studie byl zjistovan vliv sezonnosti na piijem pacientli s diagn6zou EAS na kliniku
v daném c¢asovém obdobi. Pro ucely statistické analyzy byl spocitan celkovy pocCet navstév za
jednotlivé mésice v kazdém roce a nésledn¢ byly tyto hodnoty pro dané mésice secteny naptic
vSemi roky sledovaného obdobi. Timto zplsobem byl ziskan celkovy pocet navstév v
konkrétnich mésicich za obdobi 10 let. Za u¢elem eliminace vlivu rozdilné délky jednotlivych
mésict, byly tyto hodnoty pfepocteny tak, jako by kazdy meésic mel 30 dni. Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno pomoci y? testu.

Udaje o podtech navitdv koni s EAS v jednotlivych letech a mésicich byly pomoci
Spearmanova korela¢niho koeficientu (Rs) statisticky porovnany v programu Statistica for
Windows s informacemi o primérném mésiénim mnozstvi srazek na uzemi Ceské republiky.
Meteorologicka data byla ziskana z archivu Ceského hydrometeorologického tGstavu (CHMU).

Vysledky a diskuse

Vliv sezéonnosti na pocet navstév na KCHK VETUNI

Statistickou analyzou celkového poctu navstév (n=531) byla zjisténa primérna hodnota navstév
pacienti s EAS (n=43,55) za jeden 30denni mésic. Vzdjemnym srovnanim jednotlivych
mesi¢nich thrnli navstév bylo dokazéno, Ze obdobi bfezen-zatfi vykazovalo nadprimérné
hodnoty, zatimco fijen-unor hodnoty podprimérné (Graf 1). Porovnanim celkového poctu
navstév za tyto dvé obdobi bylo dokdzano, ze existuje statisticky vyznamny rozdil (y2=17,178;
p<0.001) v rozloZeni navstév mezi teplejsim a chladnéj$im obdobim roku, kdy béhem jara a
1éta byl pocet navstév koni s EAS vyrazné vyssi neZ na podzim a v zimé&. Toto mliZe souviset
S pritomnosti urcitych aeroalergenti (travni pyly a plisn€) v prostiedi a vysoky peak navstév
béhem letnich mésich by tedy teoreticky mohl poukazovat na zvySeny vyskyt EAS
asociovaného s pastvou (Costa et al., 2006; Couetil et al., 2020). Hypotéza, ze v ramci
chladnéjsiho obdobi roku, kdy jsou koné ¢asto ustajeni nebo pfikrmovani z balikii sena ve
vybéhu, bude pozorovan nartist piipadi kvili vétsi koncentraci prachu a aeroalergenii
Vv respiracni zoné kon¢ (Bond et al., 2018; Couetil et al., 2020), se v nasi studii nepotvrdil.

Hodnoceni sezonnosti navstév koni s EA
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Graf 1: Hodnoceni sezonnosti navstév koni s EA za jednotlivé mésice v letech 2011-2020.

Vliv primérnych srazek na pocet navstév koni s EA na KCHK VETUNI

Dal$im zkoumanym parametrem byla souvislost mezi poctem navstév astmatickych koni na
kliniku a zvy$enym mnozstvim srazek na tzemi CR v dany mésic. Kdyz byl celkovy podet
navstév v jednotlivych mésicich porovnan s primérnym meésiénim uhrnem srazek, vysledky
ukazaly, Ze s rostoucim mnozstvim srazek v daném mésici nariistd i pocet navstév koni s EAS
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(RS1=10,591; p =0,043). Stejné zavéry prinesla i analyza pro kazdy mésic v jednotlivém roce
zvlast (RS2 = 0,219; p = 0,016). Na zaklad¢é naSich vysledkti i zadvéra studii provadénych
Vv jihovychodni oblasti USA (Costa et al., 2006) u koni trpicich zavaznym EAS asociovanym s
pastvou, lze vyslovit opatrnou hypotézu, ze by rozvoj astmatu mohl byt obecné spojen se
zvySenym mnozstvim srazek a s tim i souvisejicim nartstem aeroalergent (pyly a plisné). Na
druhou stranu vyzkum zavazného pastvou asociovaného astmatu, ktery byl uskutecnén na
uzemi UK, se s nasi a americkou studii neshoduje, protoze uvadi obdobi vyskytu onemocnéni
zejména v kontextu suchych a horkych letnich dni (Couetil et al., 2020).

Zavér

Pti interpretaci vysledkl nasi studie je zapotiebi zohlednit i nékolik omezeni, které mohly vést
k distinkcim mezi realitou a analyzovanymi daty. Jedno z tskali vyzkumu je, Ze zatazeni
pacientt do jednotlivych mésicti neodrazi presné datum piijeti na kliniku, coz prakticky mtize
zkreslovat vyhodnoceni sezénnosti v zavislosti na tthrnu srazek v daném mésici na izemi CR.
Dalsi nepresnosti predstavuje fakt, ze idaje o srazkach byly posuzovany v celorepublikovém
méfitku, a nikoliv podle konkrétni lokality ustdjeni koni. Urcité zkresleni miiZze pfinést i
skute¢nost, ze pacienti s EAS byli pro uéely vyzkumu sumarizovani do jedné skupiny, bez
ohledu na fenotyp onemocnéni a informace o managementu jejich chovu.

Zavérem lze tedy fici, Ze syndrom equinniho astmatu spolu se vSemi jeho fenotypy je
komplexni onemocnéni, jehoz vznik mize ovlivnit fada riznych faktort. Je tak zapotiebi
etiopatogenezi EAS posuzovat v $irsich souvislostech a pro jeji lepsi pochopeni jsou nezbytné
dalsi prospektivni epidemiologické studie, které detailnéji zohledni i informace o zptsobu
chovu, managementu Zivotniho prostfedi a krmeni astmatickych koni spole¢né¢ v kontextu
sezonnosti a meteorologickych podminek v rtiznych geografickych lokalitach v daném case.
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Vliv diet obohacenych o alternativni komponenty na vybrané ukazatele
jatecné hodnoty u brojlerovych kraliku

Effect of diets enriched with alternative components on selected parameters
of carcass traits in fattening rabbits

Polakova Klara, Simek Vlastimil, DobSikova Radka

Ustav chovu zvifat, vyZivy zvirat a biochemie, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie
Veterindrni univerzita Brno, Ceskad republika

Summary

The aim of this study was to evaluate the effect of dietary supplementation with alternative plant
components on selected parameters of growth and carcass traits in fattening rabbits. The rabbits were
fed four types of diets for a period of 45 days. For this observation, a control complete diet was created,
as well as three diets enriched with alternative herbal components: a complete diet enriched with 2.5%
dried artichoke leaves (Cynara scolymus), a complete diet enriched with 2.5% dried Spirulina platensis
and Chlorella spp. mixture and a complete diet enriched with 2.5% of 5 herbs at 0.5% each (Thymus
vulgaris, Capsella bursa-pastoris, Rosa canina, Mentha piperita, Foeniculum vulgare) mixture. At the
end of the observation, it was found that the highest carcass yield was achieved in the group fed the diet
enriched with a mixture of 5 herbs (54%). Furthermore, the group receiving the diet enriched with
a mixture of herbs showed significantly highest thigh weight (482 g), compared to the group fed the
artichoke enriched diet (-98 g, P < 0.05).

Keywords: alternative diets; carcass; fattening rabbits; herbs; algae

Uvod

V soucasné dobé se v ramci krmivaiské praxe klade diiraz na dietarni vyuziti dopliikovych latek
v krmivech, které mohou mit pozitivni vliv na funkci gastrointestinalniho traktu a stfevni
mikrofloru kralikti (Placha et al., 2022). Ve vykrmu brojlerovych kraliki se standardné
vyuzivaji zakladni krmné diety, které spliiuji pouze zakladni zivinové poZadavky, a pouziti
obohacenych krmnych diet neni pro tuto kategorii kraliki béZnou praxi. V poslednich letech se
zvysil trend v pouziti fas rodu Chlorella a sinic rodu Spirulina v krmivech a také v krmnych
doplicich pro zajmova, ale i hospodarska zvitata. Chlorella se vyznacuje vysokym obsahem
bilkovin a jeji pfidavek v krmivech mé pozitivni dopad na rist 1 uZitkovost zvitat, dale je
cennym zdrojem antioxidantl a provitamint, které stimuluji imunitni systém (Basuini et al.,
2023). Spirulina platensis podobné jako Chlorella obsahuje vysoké mnozstvi proteinti a ma
pozitivni vliv na imunitni systém, sloZeni stfevni mikroflory i kvalitu masa (Irshad et al., 2024).
Za dulezitou Zivinu je ve vyzivé kraliki povazovan inulin. Jednd se o pfirodni prebiotikum,
které je fermentovano ve slepém stievé a ma pozitivni vliv na fyziologii traveni u kralikt. Za
vhodny zdroj inulinu lze oznacit listy arty¢oku (Cynara scolymus). Kralik je z hlediska pfijmu
potravy povazovan za selektivni zvite, pro které je diilezity zejména Cich a také aroma ptijimané
potravy. Pro zvySeni atraktivity kompletnich krmnych smési jsou soucasti jejich receptury také
aromatické druhy bylin jako napt. tymian obecny (Thymus vulgaris). Jeho hlavni u¢inky jsou
antimikrobidlni, antioxida¢ni a imunostimulac¢ni. N¢kolik studii zaméfujicich se na zdravi
dribeze potvrdilo pfiznivé uclinky obdobnych fytogennich aditiv na rlst, zdravi
gastrointestinalniho traktu a lepsi jatecnou vytéznost (Ashour et al., 2020, Zapletal et al., 2025).
Cilem nasi prace bylo ovéftit hypotézu, Ze navrZzené obohacené diety maji pozitivni dopad na
rustové charakteristiky mladych brojlerovych kralika.
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Material a metody

Odstaveni mladi kralici (n=40) hybridni kombinace HYLA byli ve véku 35 dni rozdéleni do
Ctyt dietarnich skupin. V pribéhu vykrmu byly kralikiim zkrmovany ¢tyfi typy kompletnich
krmnych smési — zékladni dieta (K; n=10), dieta obohacena o 2,5 % suSeného listu arty¢oku
(A; n=10), dieta obohacena o smés péti suSenych bylin (Thymus vulgaris, Capsella bursa-
pastoris, Rosa canina, Mentha piperta, Foeniculum vulgare) v dil¢im zastoupeni 0,5 % (SB;
n=10) a dieta obohacend o ptidavek 1,25 % prasku spiruliny a 1,25 % praSku chlorely (SCh;
n=10). Dietarni pokusné sledovani bylo realizovano za standardizovanych podminek
Vv soukromém konven¢nim chovu krélikti. Po individualnim zvazeni vSech 40 jedincii byly
jednotlivé dietarni skupiny vytvoteny tak, aby byli krélici ve skupinach hmotnostné€ vyrovnani.
Kralici byli ustajeni v klecich po dvojicich. Diety byly zkrmovany od 35. az do 80. dne véku.
V pribéhu sledovani probihalo individualni vazeni kralikli, a to v pravidelném intervalu
jedenkrét tydné, déle byla sledovéana spotieba konkrétni kompletni krmné smési. Tato data byla
nasledné vyuzita pro vypocet konverze krmiva. Béhem celé¢ doby sledovani probihala také
pravidelnd kontrola celkového zdravotniho stavu kralikt. Ve vé€ku 80 dni byli vSichni sledovani
kralici zvazeni a néasledn¢ porazeni a jatecné zpracovani. Dle metodiky Blasca a Ouhayouna
(1993) byla odstranéna kiize, pohlavni organy, mocovy méchyft, travici trakt a distalni ¢asti
koncetin. Jatecné upravena téla (JUT) bez plic, srdce, brzliku, pridusnice, jicnu, jater, ledvin
a peritonealniho tuku, ale v€etné hlav, byla zvazena do 30 minut po pordzce. Déle byla JUT
rozdélena na ptedni (od 1. kréniho obratle po 7. hrudni obratel) a stiedni ¢ast (od 7. hrudniho
obratle po 6. bederni obratel) a stehna (od 6. bederniho obratle, véetn¢ 0S coxae a posteriorni
¢asti m. iliopsoas).

Ziskana data byla nasledné statisticky vyhodnocena pomoci softwaru Statistica CZ v10.

Vysledky
Primérné hodnoty pordzkové hmotnosti brojlerovych kralikti vcetn€ ukazatelli jate¢nych
charakteristik v jednotlivych dietarnich skupinach jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Primérné hodnoty porazkové hmotnosti (g) véetné ukazatelti jate¢nych
charakteristik ve sledovanych dietarnich skupinach (primér + SEM).

Ukazatel K A SB SCh
Porazkova hmotnost (g) | 2594,0 £ 152,79 | 2459,0 £ 39,16 | 2624,0+ 137,24 | 2622,0 + 64,49
JUT (g) 1399,6 + 88,36 | 1294,4+21,81 | 1419,6 +91,63 1408,4 + 65,21
KizZe (g) 464,0 + 28,07 466,0 + 40,46 464,0 £ 39,72 490,0 + 26,88
Predni ¢ast (g) 386,2 + 30,37 360,4+ 12,10 426,2 + 28,39 406,0 £22,16
Stiredni ¢ast (g) 294 8 £ 25,11 297,6 £ 18,15 299,6 £ 19,69 298,6 16,98
Stehna (g) 410,0 £+ 26,65*° 384,0+ 5,107 4820 + 48,41° 411,0 + 16,5320
Jate€na vytéZnost (%) 53,9+ 0,00 52,7+0,01 54,0+ 0,01 53,6 £ 0,01

Pozn.: K, kontrolni skupina; A, 2,5% piidavek suSeného listu artyCoku; SB, pfidavek bylin v dil¢im
zastoupeni po 0,5 %; SCh, 1,25% pridavek spiruliny a 1,25% ptidavek chlorely; JUT, jate¢né upravené
t&lo; 2 priiméry s odlisnymi indexy se pritkazné lisi (P < 0,05)

Na zékladé vysledki sledovani lze konstatovat, ze nejnizsi primérna porazkova hmotnost byla
zjiSténa u skupiny A (2459 g). Naopak nejvyssi primérna poraZkovd hmotnost byla
zaznamenana u skupiny SB (2624 g). Nejvyssi jatecné vytéZnosti dosahla skupina SB (54 %).
Dale u skupiny SB byla zjisténa prukazné nejvyssi hmotnost stehen (482 g), oproti skupiné A
(-98 g, P < 0,05). V porovnani skupiny SB s kontrolni skupinou vSak nebyl pozorovan
signifikantni rozdil. Skupina SB dale dosahla nejvysSich primérnych hodnot tykajici se
hmotnosti JUT (1419,6 g), hmotnosti piedni (426,2 g) i stfedni ¢asti (299,6 g) JUT.
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Diskuze

V ramci porovnani vysledk ziskanych v tomto sledovani mezi kontrolni skupinou a skupinami
pokusnymi nebyl zaznamenén zadny statisticky vyznamny rozdil. Nicméné v ramci pokusnych
skupin byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v hmotnosti stehen mezi skupinou SB
(482 g) a skupinou A (-98 g, P < 0,05). Dale vzhledem k témto ptedbéznym vysledkim Ize
konstatovat, Ze se jako vhodna alternativni fytogenni suplementace jevi smes péti bylin, jelikoz
Vv této skupin€ byla zaznamenana nejvyssi primérna porazkova hmotnost, nejvyssi hmotnost
jatecné upraveného téla a nejvysSi hmotnost stehen, ktera jsou povazovana za jednu
z nejhodnotnéjSich casti jatecn¢ upraveného téla. Naopak ndmi sestavend dieta obohacena
0 artyCok se jevi jako spiSe mén¢ vhodna alternativni dieta pro vykrm brojlerovych kralikt, a to
Vv ramci jateCného rozboru, tak také jateCnou vytéznosti tato dietdrni skupina (A) dosdhla
nejniz§ich hodnot v porovnani s ostatnimi dietarnimi skupinami. Ackoliv se z dostupnych
studii artyCok uvadi jako vhodny zdroj inulinu (prebiotikum), ktery by mél mit pozitivni dopad
na traveni, v ramci naseho sledovani se tento predpoklad nepotvrdil.

Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze vySe zvolené alternativni rostlinné komponenty negativné
neovlivnily rast u sledovanych mladych brojlerovych kralikt, a tak je lze bezpecné zatradit do
krmnych diet. Pfidavek smési péti bylin (tj. skupina SB) se projevil v nejvyssi hmotnosti stehen
(482 g). Projejich vyuziti v krmivaiské praxi bude nezbytné provést dalsi uptesiujici sledovani
s ohledem na dikladnéjsi posouzeni vlivu téchto piirodnich komponent na dalsi ukazatele
vnitiniho prostfedi a zdravi kralika.
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Vyskyt a rozloZeni bisfenolu A v konzervovaném krmivu pro psy

Occurrence and distribution of bisphenol A in canned dog food

Kone¢na Nad’a, Kovarikova Simona, Marsalek Petr, Mala Veronika, Stépénkové Karla

Ustav ochrany a welfare zvirat a verejného veterinarniho lékarstvi, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie,
Veterinarni univerzita Brno, Ceska republika

Summary

Bisphenol A (BPA) is a widespread environmental contaminant primarily used in the production of
epoxy resins and polycarbonate plastics, including food packaging. As a known endocrine disruptor,
BPA can migrate from packaging into food, posing potential health risks. This study aimed to assess
BPA concentrations in canned dog food, compare its distribution across different layers, and evaluate
migration from the internal coating of the can. The pH of the content and individual layers was
monitored as a potential influencing factor. The results confirmed the presence of BPA in all examined
canned food samples and in the leachates from the cans. BPA levels were notably higher in the inner
layers of the food compared to the outer layers, suggesting that BPA tends to accumulate more in the
inner parts of the food. A statistically significant correlation was found between BPA concentration and
pH of the content in the inner layer. The pH was found to influence BPA distribution within the
food.These findings highlight the potential health risks posed by BPA contamination in pet food,
underlining the importance of monitoring and regulating its presence in food products.

Keywords: BPA; contaminants; canned pet food

Uvod

Diky své pevnosti a odolnosti se bisfenol A (BPA) pouziva pii vyrobé epoxidovych pryskyftic
a polykarbonatovych plast, ty se dale vyuzivaji naptiklad k vyrob& plastovych lahvi,
obalovych materidli nebo vyplni konzerv (Rubin et al. 2011). Jako hlavni zdroj kontaminace
touto latkou u lidi 1 zvifat je povaZovana kontaminovana voda a potraviny, pfi¢emZ
gastrointestindlni trakt je nejvetsim mistem absorpce (Fu and Kawamura, 2010; Geens et al.,
2012). Me¢fitelné koncentrace BPA byly zjistény v konzervach rostlinného a Zivocisného
puvodu uréenych k lidské spotiebe, ale také v konzervovanych krmivech pro zvitata (Braunrath
et al., 2005; Marsalek et al., 2022). Bisfenol A je konkrétné obsazen ve vnitini ochranné
vystelce plechovky, ktera je vyrobena z epoxidové pryskyfice. Tento povlak zabraiuje
pfimému kontaktu potraviny s kovem, aby nedochéazelo ke korozi, a zaroven prodluzuje
trvanlivost potraviny (Dhuey et al., 2022).

Cilem této prace bylo posoudit koncentraci BPA v konzervovanych krmivech pro psy
uvadénych na trh v Ceské republice, porovnat obsah BPA v riiznych vrstvach krmiva a
zhodnotit moZnost migrace BPA z vnitini vystelky konzervy do jejiho obsahu.

Material a metody

Celkem bylo analyzovano 30 konzervovanych krmiv pro psy zakoupenych v bézné
maloobchodni siti v CR. Konzervy o hmotnosti 800 g pochazely od riznych vyrobct a
obsahovaly razné ptichuté i zdroje bilkovin. Vzorky byly uchovavany pii pokojové teploté a
analyzovany pied datem minimalni trvanlivosti. Po otevieni byla kazd4 konzerva rozdélena na
vnéjsi a vnitini vrstvu pomoci valce z tvrdého papiru (@ 6,7 cm), ktery rozdélil objem konzervy
na poloviny. Papir byl testovan na piitomnost BPA, kazdy vélec byl jednordzovy. Obsah
jednotlivych vrstev byl homogenizovan ve sklenénych nadobach dievénou stérkou. Z kazdé
vrstvy byl odebran vzorek (0,5 g; vzorky A a B), poté byly vrstvy slouceny a odebran dalsi
vzorek (C). Hodnota pH byla méfena v obou vrstvach pomoci piistroje Testo 205. Prazdné
konzervy byly omyty, naplnény 44 ml methanolu a po 24 h pti pokojové teploté pod hlinikovou

42



Sekce 3 Ochrana zvirat, welfare a etologie

folii byly odebrany dva vzorky (0,5 ml; vzorek D). Stanoveni BPA bylo provedeno metodou
kapalinové chromatografie s atmosférickou ionizaci a tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC/MS). Vzorky A—C byly extrahovany acetonitrilem a derivatizovany dansylchloridem. BPA
ve vzorcich methanolového vyluhu (D) byl po odpatfeni do sucha dale derivatizovan a
analyzovan stejnym postupem dle diive publikovanych metod (Kovatikova et al., 2021;
Marsalek et al., 2022). Statisticka analyza byla provedena v programu Statistica 8.0.

Vysledky a diskuze

Ve vSech analyzovanych vzorcich konzervovaného krmiva pro psy byla zjisténa méfitelna
koncentrace bisfenolu A (BPA), a to jak v samotném krmivu (median 8,65 ng/g; rozmezi
1,81- 31,9 ng/g), tak ve vyluzich do metanolu (median 8,60 ng/ml; rozmezi 2,97-20,8 ng/ml).
Statisticky vyznamné vyssi koncentrace BPA byly detekovany ve vnitini vrstvé obsahu konzerv
oproti vrstveé vnéjsi (p < 0,05), coz odporuje ocekavani, ze nejvyssi kontaminace bude pritomna
Vv Casti, kterd je v pfimém kontaktu s obalem. Tato zjiSténi spiSe podporuji zavéry Goodson et
al. (2004), ze k nejvétsimu uvolnéni BPA dochazi bezprostiedné po zpracovani a sterilizaci
konzervy. Zjisténé koncentrace BPA odpovidaji hodnotdm uvadénym ve starsi studii Kang and
Kondo (2002), ale jsou vyrazné nizsi nez ve vyzkumu Behzadi (2023), kde byly pouzity
pokrocilej$i analytické metody. Pfitomnost BPA v konzervovanych krmivech potvrdili i
Koestel et al. (2017), a to i u produktii oznacenych jako BPA-free. Na rozdil od Al Ghoul et al.
(2020), kteti nenasli rozdil mezi vrstvami, byly zaznamenany vyssi koncentrace BPA ve vnitini
casti. Podobné jako ve studii Kang and Kondo (2002) byly ve vyluzich z prazdnych konzerv
zjistény koncentrace BPA (2,97-20,8 ng/ml), pfestoze byla pouzita odlisnd metodika (methanol
vs. autoklavovani s destilovanou vodou). Zjisténa byla také vyznamna negativni korelace mezi
obsahem BPA ve vnitini vrstvé a pH (r =-0,3376; p <0,05). Ve vn¢jsi vrstvé ani mezi obsahem
BPA v celkové naplni a vyluhu zadna vyznamna korelace prokazana nebyla. Rozdil pH mezi
vrstvami nebyl statisticky vyznamny. Vysledky potvrzuji, Ze krmivo v konzervach ptedstavuje
relevantni zdroj expozice BPA u pst, coz vzhledem k jeho zndmym negativnim t¢inktim
(Sawai et al., 2003; Ni et al., 2023) zasluhuje vE&tsi pozornost, a to i s ohledem na chybé&jici
legislativni limity pro zvifeci krmiva na rozdil od lidské vyZivy.
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Graf 1: Obsah bisfenolu A (BPA) ve vnéjsi a vnitini vrstvé konzervovaného krmiva pro psy

Zavér

Vysledky potvrdily, ze bisfenolem A jsou kontaminovany i psi konzervy. Vyrazné vyssi
koncentrace BPA byly zjiStény ve vnitini Casti obsahu konzervy, coz naznacuje, Ze béhem
skladovani nedochazi k vyznamnému prenosu BPA z vnitiniho okraje konzervy. K objasnéni
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faktorti ovliviiujicich migraci BPA z obalovych materiald do krmiva vSak bude tieba provést
dalsi studie.
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Aktivita a projevy chovani brojlerovych kurat vdomacim chovu a
velkochovu

Activity and Behavioral Patterns of Broiler Chickens in Backyard and
Intensive Farming Systems
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Summary

This thesis focuses on a comparative analysis of the behavioral patterns of broiler chickens reared in
intensive large-scale farming systems and backyard extensive environments. The key focus is on the
occurrence of natural ethological behavior and its dependence on husbandry conditions. In both
observed systems, the same genetic material was used a fast-growing meat hybrid which enabled an
objective comparison without genetic predisposition bias. The observations revealed that broilers in
backyard settings more frequently exhibited behavior typical of natural living conditions, such as
environmental exploration, scratching, foraging, social interactions, and comfort behaviors. In
contrast, broilers in intensive production systems predominantly displayed sedentary behavior, limited
locomotion, and excessive feed intake. Significant differences were also noted in the duration of the
fattening cycle, spatial allowance, and environmental enrichment, all of which had a considerable
impact on the overall welfare of the animals.

Keywords: broiler chickens; brearing systém, welfare; intensive farming; alternative housing system

Uvod

V soucasné dobé je kuteci maso stale vice oblibenym a jeho celkova spotieba postupné stoupa.
Brojlerova kutata pro produkci masa jsou pro ucely klasického prodeje na pultech obchodi
chovdna ve velkochovech, kde je na jejich etologické potieby kladen jen maly ohled.
Alternativou k centralizovanym velkochovim mohou byt domaci malochovy, ve kterych si
chovatel chova malé mnozZstvi brojleri vétSinou pro svou vlastni spotiebu.

Metody odchovu brojlerovych kuftat se 1isi podle velikosti chovu, cilového trhu a dostupnych
zdrojti. NejCastéji se v intenzivnich velkochovech vyuziva systém hluboké podestylky, ktery je
ekonomicky vyhodny, ale zaroven vyzaduje peclivou kontrolu vlhkosti a hygieny. Tento systém
je doplnén principem all-in all-out, kdy jsou kufata chovana ve varkach a po jejich odchovu je
prostor kompletné¢ vydezinfikovan, coz minimalizuje riziko pfenosu nemoci. Naopak v
malochovech, kde je ¢asto nizsi hustota chovu a vétsi prostor pro pohyb, se kombinuje vnitini
ustajeni s pfistupem na venkovni vybehy. Vicecetné varky jsou béZzné v komercnich provozech,
které vyzaduji plynulou produkci masa (Buijs, 2009).

Mezi nejcastéjsi problémy, se kterymi se chovatelé brojlerovych kutat setkavaji, patii zdravotni
komplikace spojené s rychlym ristem hybridd. Mezi nejvyznamnéjsi patii kulhdni, srde¢ni
selhani (ascites) a zanéty prsni kosti, znamé jako breast blisters. Rychly rtist, ktery je u Cornish
Cross bézny, vede k vyssi mortalité¢ ve srovnani s pomaleji rostoucimi plemeny. DalSim
problémem je kvalita podestylky. Jeji vlhkost a tvrdost ptimo ovliviiuji vyskyt koznich 1ézi a
infekci. Welfare brojlert je také Casto diskutovanou problematikou, protoZze omezeny pohyb a
nemoznost realizovat pfirozené chovani vedou k etickym otazkam (Kestin, 1992).

Etologické obohaceni chovill brojlerovych kufat pfedstavuje vyznamny krok ke zlepSeni jejich

welfare. Zavedeni prvki jako jsou platformy a hfady umoziuje kutatim Iépe rozvijet svalstvo
a snizuje vyskyt koznich 1ézi. Ptistup k venkovnim prostortim, ktery je ¢astéjSi v malochovech,
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zlepSuje svalovou kondici a kvalitu masa diky vétSimu pohybu a pfirozenému prostiedi.
Dalsimi formami obohaceni jsou prachové koupele a baliky slamy, které stimuluji exploraci a
snizuji stresové chovani. Zatimco v malochovech je mozné tyto prvky snadnéji implementovat,
ve velkochovech Casto dominuje tlak na maximalni efektivitu produkce, coz miize tyto
moznosti omezovat (Bach, 2019).

Doba odchovu brojlerovych kufat se vyrazné 1i§i v zavislosti na typu chovu a pouzitych
hybridii. Ve velkochovech dosahuji hybridni brojlefi porazkové hmotnosti obvykle béhem péti
az Sesti tydnl, coz je umoznéno intenzivnimi krmnymi davkami a optimalizovanymi
podminkami prostfedi. Naopak v malochovech, trva odchov o mnoho delsi dobu. Tento rozdil
stalé podminky z pohledu mikroklimatu a ¢asto i pfistupu k venkovnim vybéhiim (Robins,
2011).

Material a metodika

V ramci studie byla provedena série etologickych pozorovani brojlerovych kufat v domacim
malochovu a v komerénim halovém velkochovu. Kazdé pozorovani trvalo 30 minut a bylo
sledovéano vzdy 10 vybranych jedinct. Béhem téchto sezeni byly do pfedem ptipravené tabulky
zaznamenavany vybrané projevy chovéni, mezi které patfil pfijem potravy, posedavani ci
odpocinek, ptijem vody, vylu¢ovani, hrabani, hledani v podestylce, popeleni, hravé chovani a
mavani kiidly. Pro vyhodnoceni namétenych dat byl pouZit statisticky program UNISTAT,
pricemz k analyze vztah mezi jednotlivymi behavioralnimi projevy a typem chovu byl zvolen
Spearmantiv korelacni koeficient. Vysledky byly nasledné porovnany mezi halovym a
domacim chovem s cilem identifikovat rozdily v etologickém projevu kufat v zavislosti na
podminkach chovu.

Vysledky

Statisticka analyza prokazala vyznamné rozdily v projevech chovani brojlerovych kutat mezi
halovym velkochovem a domacim malochovem. Ve skupiné chovanych v domacim prostiedi
bylo vyrazné castéj$i a intenzivnéj$i chovani spojené s hrabanim v podestylce, aktivnim
vyhledavanim potravy, popochazenim po prostoru, mavanim kiidly a popelenim. Tyto rozdily
byly statisticky vysoce vyznamné, coz svéd¢i o vetsi aktivité a rozmanitosti etologickych
projevl kufat v malochovu. Naopak v halovém velkochovu bylo zaznamenano €astgj$i leZeni a
sezeni, stejné jako strnulé stani, coz naznaCuje omezengj$i pohybovou aktivitu. Déle bylo

zjisténo, ze kutata ve velkochovu vénovala vice asu pfijmu potravy.

Zavér a diskuse

Vysledky naSeho pozorovani jasn€¢ ukazuji, ze brojlerovd kutata chovana v domacim
malochovu vykazuji vyrazné SirSi spektrum pfirozenych behavioralnich projevi, jako jsou
hrabani v podestylce, aktivni vyhledavani potravy, pohyb po prostoru, mavani kiidly a
popeleni, coz svédci o lepsim etologickém obohaceni a vyssi kvalité welfare. Naopak kutrata ve
velkochovu, kde jsou podminky vice standardizované a prostor omezeny, travi vice casu
leZenim, sezenim a strnulym stanim, a zarovenl vénuji vice €asu piijmu potravy, coz odrazi
intenzivni rezim krmeni a omezenou moznost pohybu. Domaci chovy, prestoze poskytuji
pfirozenéjsi prostiedi a vétsi volnost pohybu, jsou vSak vice vystaveny vliviim povétrnostnich
podminek, které nelze vzdy dostatecné¢ regulovat, zejména co se tyCe teplotnich extrému v 1été
¢i na jafe a podzim, coZ muze negativné ovlivnit komfort a zdravi brojlerti. V zimnich mésicich
je z tohoto diivodu odchov brojlert v domécich podminkéch ¢asto omezeny nebo pireruseny.
Celkové 1ze tedy fici, Ze ackoliv domaci malochovy z hlediska etologie a welfare predstavuji
pro brojlerova kurata lepsi podminky, velkochovy nabizeji vyhodu stabilniho a kontrolovaného
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prostiedi, které umoznuje efektivni produkci masa. Idedlnim smérem do budoucna je proto
snaha o kombinaci téchto ptistupti, tedy zavadéni etologického obohaceni 1 do velkochovii, aby
bylo mozné dosahnout rovnovahy mezi ekonomickou efektivitou a zajisténim dobrych
zivotnich podminek zvifat.

Literatura

BACH, M.H. et al. Effects of environmental complexity on behaviour in fast-growing broiler chickens.
Applied Animal Behaviour Science. 2019, vol. 219, s. 104840. [cit. 2025-04-06]. Dostupné z:
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000500193300011

BUNJS, S. et al. Stocking density effects on broiler welfare: Identifying sensitive ranges for different
indicators. Poultry Science. 2009, vol. 88, no. 8, s. 1536-1543. [cit. 2025-04-06]. Dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/26659156 Stocking_density effects_on_broiler_welfare_Id
entifying_sensitive_ranges_for_different_indicators

KESTIN, S.C., KNOWLES, T.G. a TINCH, A.E. Prevalence of leg weakness in broiler chickens and
its relationship with genotype. Veterinary Record. 1992, vol. 131, s. 190-194. [cit. 2025-04-06].
Dostupné z: https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:A1992JL.99800004

ROBINS, A. a PHILLIPS, C.J.C. International approaches to the welfare of meat chickens. World's
Poultry Science Journal. 2011, vol. 67, s. 351-369. [cit. 2025-04-06]. Dostupné z:
https://mwww.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WQOS:000292273500012

Kontaktni adresa: Mikulds Michael Kalnoky, Mgr., Ustav ochrany a welfare zvitat a vetejného
veterinarniho 1ékatstvi, FVHE VETUNI, Palackého ti. 1946/1, 612 42 Brno, H24009@vfu.cz

47


https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000500193300011
https://www.researchgate.net/publication/26659156_Stocking_density_effects_on_broiler_welfare_Identifying_sensitive_ranges_for_different_indicators
https://www.researchgate.net/publication/26659156_Stocking_density_effects_on_broiler_welfare_Identifying_sensitive_ranges_for_different_indicators
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:A1992JL99800004
https://www.webofscience.com/wos/woscc/full-record/WOS:000292273500012

Sekce 3 Ochrana zvirat, welfare a etologie

Effect of housing type on guinea pig behaviour

VacusSkova Zdeinka, Vacuska Dominik, Veéerek Vladimir

Department of Animal Protection and Welfare and Veterinary Public Health, Faculty of Veterinary Hygiene and
Ecology, University of Veterinary Sciences Brno, Czech Republic

Summary

Housing type can be an important factor from the perspective of animal welfare. The aim of this study
was to assess the suitability of two different bedding materials—wood shavings (a potentially dusty
environment) and fleece liners (a dust-free alternative) by evaluating the behaviour of guinea pigs.
Ethological observations were conducted on five guinea pigs over six consecutive days using video
recordings. The results indicate that the most frequently observed elements of general activity were
standing and locomotion, with no statistically significant differences between housing types (p > 0.05).
Lying occurred more often on fleece liners than on wood shavings (p = 0.0381). Comfort behaviours
such as shaking, face grooming, nibbling, and licking were significantly more frequent on wood
shavings (p = 0.0000), while scratching did not differ significantly. These findings suggest that bedding
type can influence the expression of comfort behaviour and may have implications for guinea pig
welfare.

Keywords: welfare; behaviour; wood shavings; fleece liners

Introduction

Among the aspects of the physical environment of animals is the housing system (Mellor et al.,
2020), which can negatively affect animal welfare when conditions are suboptimal (Rooney et
al., 2014). In animal husbandry, bedding material is an important environmental factor (Besch,
1980), particularly in relation to maintaining the health and welfare of housed animals (Wirth,
1983). According to Vogt et al. (2021), wood shavings are one of the most commonly used
bedding materials. However, Yasotha and Areskhumar (2020) note that wood shavings are
generally not recommended as bedding due to the risk of respiratory issues when not replaced
frequently enough by owners. The use of fleece liners as a bedding-free housing alternative is
becoming increasingly popular among pet owners (Cameron et al., 2022). Observing animal
behaviour has become a valuable non-invasive method for assessing animal welfare (Dawkins,
2004). When evaluating welfare, it is important to analyse both natural behaviours and the
potential presence of abnormal behaviours (Rushen et al., 2012). One of the natural behavioural
patterns that may provide insight into welfare status in guinea pigs is grooming behaviour.
According to Rood (1972), grooming is a socially positive behaviour in guinea pigs. Grooming
is widespread in guinea pigs and may serve various functions — from removing dust and
parasites (Spruijt et al., 1992) to supporting social cohesion within a stable group (Rood, 1972).

The aim of this study was to evaluate the effect of dusty and dust-free environment on the
guinea pig behaviour — especially grooming behaviour.

Materials and methods

The assessment of the influence of different housing types (dusty vs. dust-free) on the behaviour
of domestic guinea pigs was conducted in a breeding facility specializing in the US Teddy
breed. The study included five female guinea pigs aged 3—4 years. Behavioural observations
were carried out in an enriched cage measuring 110 x 70 cm over six consecutive days between
08:00 and 20:00. During the first three days, wood shavings were used as bedding. On the fourth
day, the cage was cleaned and fleece liners were used as bedding for the remaining observation
period. Guinea pigs had ad libitum access to hay and water throughout the study. Video
recordings were captured using Sony AX53 cameras positioned 1.5 meters from the cage. The
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recordings were subsequently analysed using continuous data recording in the software Noldus
Observer XT 17 (Noldus Information Technology, The Netherlands). For the analysis, morning
(08:00-10:00) and afternoon (14:00-16:00) segments were evaluated. For each individual,
elements of general activity (standing, lying, locomotion) and comfort behaviour (shaking, face
grooming, scratching, nibbling, and licking) were recorded. The frequencies of the observed
behaviours were statistically analysed using Unistat for Excel software and the Chi-square (y?)
test. A p-value > 0.05 was considered statistically non-significant, p < 0.05 as statistically
significant, and p < 0.01 as highly significant.

Results and discussion

Based on the analysis of the behavioural patterns of guinea pigs housed on wood shavings and
fleece liners, the most frequently recorded elements of general activity were standing and
locomotion. No statistically significant differences in the frequency of these behaviours were
found between the two housing conditions (p > 0.05). Lying was observed relatively
infrequently, accounting for only 11.32% on wood shavings and 12.99% on fleece liners. This
difference in lying frequency was evaluated as statistically significant (p = 0.0381). Differences
in the frequency of comfort behaviours were also observed between the two bedding types, with
these behaviours being more frequently recorded in the wood shavings condition compared to
the fleece liners. Statistically highly significant differences (p = 0.0000) were found in the
frequencies of shaking, face grooming, nibbling, and licking. No statistically significant
difference was found for scratching (p > 0.05).

Table 1: Behavioural elements (%) in guinea pigs on wood shavings and fleece liners

Wood shaving Fleece liners

Standing 50,22 48,25

General activity Laying 11,32 12,99
Locomotion 38,45 38,76

Shaking 12,68 8,22

Comfort behaviour Face grooming 4,37 1.64
Scratching 34,20 34,19

Nibbling, licking 48,75 55,95

Wood shavings are considered by some authors to be an unsuitable type of bedding, as they
may cause environmental dustiness and related respiratory issues (Yasotha and Areskhumar,
2020). In our study, guinea pigs were found to engage more frequently in body grooming when
housed on wood shavings. Similarly, Poornima and Ahamed (2018) reported that guinea pigs
groom more on wood shavings compared to fleece liners. Kawakami et al. (2003) compared
two different types of bedding — paper bedding and wood shavings. Although it could be
assumed that paper bedding would result in a less dusty environment, their study showed that
grooming occurred more frequently on paper bedding compared to wood shavings, although
the difference was not statistically significant. As noted by Berridge (1990), body grooming is
among the most commonly performed behavioural activities in guinea pigs, and the increased
incidence of grooming on wood shavings observed in our study may not necessarily indicate a
dust-related problem, but could also represent a form of socially positive behaviour (Rood,
1972).
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Conclusion

The present study indicates that the type of bedding material can influence the expression of
certain behaviours in guinea pigs. While general activity levels such as standing and locomotion
did not differ significantly between animals housed on wood shavings and fleece liners, lying
occurred more frequently on fleece liners. Comfort behaviours were generally more frequent in
the wood shavings condition, with statistically significant differences observed for shaking,
face grooming, nibbling, and licking. These results suggest that bedding type may affect not
only comfort behaviour but potentially also the overall welfare of guinea pigs. Further research
Is needed to explore the long-term welfare implications of fleece liners, which are becoming
increasingly popular among pet owners.
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Summary

This study aimed to evaluate stress-related behavioral indicators and changes in surface temperature
in therapy dogs during their work sessions. Using infrared thermography, the inner canthus temperature
of 12 certified Golden Retrievers was recorded in one-minute intervals, while behavior was
simultaneously analyzed through video recordings. The most frequently observed behaviors were licking
and the so-called "whale eye.” Both the dogs’ surface temperature and the frequency of stress-related
behaviors significantly increased with the duration of the therapy session, with a noticeable threshold
around 20-25 minutes. These findings suggest that session length can critically influence animal welfare
and should be carefully considered when planning therapy sessions.

Keywords: welfare; infrared thermography; ethology; canine-assisted therapy; dog behavior

Introduction

Although current research in animal-assisted therapy is increasingly aligning with the One
Health concept, the environment in which therapy dogs operate may pose a risk of stress
overload for them (Glenk, 2017; Menna et al., 2019; Cortesi et al., 2024). Assessing animal
welfare ideally involves a combination of several methods. One non-invasive method for
examining stress responses in animals is the use of infrared thermography (IRT imaging
technology) (Travain et al., 2015; Zheng et al., 2022). The method’s validity is supported by
results obtained across a variety of animal species (Zheng et al., 2022). However, measurements
can be influenced by factors such as ambient temperature, direct heat sources, air currents, or
humidity, which must be controlled (Travain and Valsecchi, 2021).

Facial expressions, posture changes, combinations of behavior elements, or varying behavior
frequencies depending on environmental conditions are considered sensitive indicators of an
individual’s emotional state (Bremhorst et al., 2019; Flint et al., 2024). The most commonly
cited behavioral manifestations associated with stress include startle reactions, increased
locomotion, panting, dilated pupils, the so-called "whale eye,” gaze aversion, trembling,
whining, excessive licking, yawning, hiding, paw lifting, and lowered body posture (Beerda et
al., 1999; Beerda et al., 2000; Dreschel and Granger, 2005).

An organism’s response is, however, the result of individual perception of the situation and
other influencing factors (Haubenhofer and Kirchengast, 2007). These include age, experience,
training (including habituation to specific contexts), environmental predictability, new social-
ecological settings, client characteristics, and microclimatic conditions (Haubenhofer et al.,
2005; King et al., 2011; Glenk et al., 2013; 2014; Ng et al., 2014). It remains a subject of
research whether these behaviors are signs of negative stress or positive arousal (Haubenhofer
and Kirchengast, 2006; Clark et al., 2020). Given the growing global interest in therapy dog
work, ensuring their welfare and identifying conditions that may compromise their well-being
are crucial goals of scientific inquiry (Glenk and Foltin, 2021; de Winkel et al., 2024).

Materials and Methods

Twelve certified Golden Retrievers were used to analyze behavioral expressions and surface
temperature changes. Based on the literature, the following behaviors were evaluated: licking,
gaze aversion, whale eye, seeking eye contact with the handler, shaking off, attempting to leave,
and paw lifting. Continuous video recordings were made during five-minute therapy sessions
using two Sony AX53 video cameras and analyzed with The Observer XT software (Noldus
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Information Technology, Netherlands). Surface temperature was measured for each dog after
each five-minute interval.

For each female dog, surface temperature was repeatedly recorded from the inner corner of the
eye using a Testo 890-2 thermal camera (Testo SE & Co. KGaA, Germany) with an emissivity
setting of 0.98 (Zheng et al., 2022). Frequencies of behavioral expressions were statistically
evaluated using the Chi-squared test in Unistat 5.6 for Excel (Unistat Ltd., London, UK). The
same software was used for analyzing surface temperature data. A normality test (Shapiro-
Wilk) was conducted first, followed by ANOVA and Tukey-HSD tests based on its outcome.
A significance level of p < 0.05 was applied.

Results and Discussion

At the start of the therapy sessions, the mean surface temperature of the dogs' inner eye corner
was 36.93 + 0.92 °C. In subsequent measurements, temperature increased, peaking at
38.78 + 0.49 °C after 35 minutes. This rise may be attributed to factors such as bed temperature
or the initiation of direct interaction with a patient (Ng et al., 2014; Travain and Valsecchi,
2021). The temperature difference was statistically significant (p = 0.0132).

The most frequently recorded behaviors were licking and whale eye (p < 0.01), with licking
occurring more often (p = 0.0026). Oral behaviors, especially licking, are commonly used by
dogs in stressful situations (Beerda et al., 1999). As session duration increased, the frequency
of all monitored behaviors also rose significantly (p < 0.01). Notably, there was a significant
increase in licking (p = 0.0007), whale eye (p = 0.0063), gaze aversion (p = 0.0014), and seeking
the handler (p = 0.0003).

These findings align with earlier studies showing that therapy duration, time of day, and number
of sessions per unit time affect behavioral responses (Haubenhofer and Kirchengast, 2006;
Haubenhofer and Kirchengast, 2007). The most substantial increase in stress-related behaviors
occurred between 20 and 25 minutes into the session. A highly significant difference was found
between the 15-20 minute and 25-30 minute intervals (p = 0.0047). However, this time
threshold cannot be universally applied to all therapy activities due to previously mentioned
influencing factors (Haubenhofer et al., 2005; King et al., 2011; Glenk et al., 2013; 2014; Ng
etal., 2014).

Conclusion

The results of this study indicate that therapy dogs experience changes in surface temperature
and the frequency of stress-related behaviors during therapy sessions. The duration of the
activity proved to be a significant factor influencing the animals’ welfare. It is recommended
that therapy sessions do not exceed an individually tailored time limit and that signs of stress
be monitored throughout interventions to protect the dogs’ well-being.
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Summary

Lamotrigine (LTG) is a widely prescribed antiepileptic drug that has been increasingly detected in
surface waters due to its poor removal during wastewater treatment. This study aimed to evaluate the
behavioural effects of environmentally relevant concentrations of LTG on zebrafish (Danio rerio)
larvae. Larvae exposed to 0.1 ug/L and 100 ug/L LTG exhibited significantly increased locomotor
activity compared to controls during both light and dark phases of the Light Dark Challenge (LDC) test.
These results suggest that LTG may interfere with normal behavioural patterns in early developmental
stages. To our knowledge, this is the first study reporting such effects of LTG in fish, emphasising the
need for further ecotoxicological assessment of this pharmaceutical compound.

Keywords: antiepileptics, drugs; embryo, fish, toxicity

Introduction

Lamotrigine (LTG) is an antiepileptic drug commonly prescribed for the treatment of partial
seizures, primary generalised tonic-clonic seizures, Lennox-Gastaut syndrome, and for the
maintenance therapy of bipolar I disorder. In addition to its approved indications, LTG is also
used off-label in the management of conditions such as acute bipolar depression, fibromyalgia,
schizophrenia, and unipolar depression (Betchel et al., 2023). Although LTG undergoes partial
metabolism in the human body, a significant fraction - approximately 10% - is excreted in its
unchanged form. As conventional wastewater treatment technologies are not specifically
designed to remove pharmaceuticals, lamotrigine can pass through treatment processes and
enter aquatic ecosystems (Ferencik et al., 2022). The presence of such contaminants in the
environment has raised growing concerns due to their potential effects on non-target aquatic
organisms. Behavioural endpoints in fish and other vertebrates provide a sensitive and
ecologically relevant way to detect sublethal effects of these substances (Ferencik et al., 2022).

This study aimed to evaluate the effects of lamotrigine exposure on the behaviour of developing
aquatic vertebrates, specifically the early developmental stages of the zebrafish (Danio rerio).

Materials and Methods

Wild-type zebrafish (AB/TL strain) embryos were collected from breeding pairs, cleaned with
embryo water (1.2 g of sea salts and 0.25 mL methylene blue per 20 L of Milli-Q water), and
pooled to ensure genetic diversity. Non-viable embryos were removed under a
stereomicroscope, and the remaining embryos were assigned to control and treatment groups.

LTG exposure was carried out at two concentrations: 0.1 pg/L and 100 pg/L. These
concentrations correlated with those chosen in previously conducted acute toxicity tests at the
University of Veterinary Sciences Brno for gene expression analysis, with the lowest
concentration always corresponding to the environmental concentration. Embryos were
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incubated under standard conditions (28.5 £ 0.5 °C; 14/10 h light/dark cycle), with daily
solution renewal.

At 5 days post-fertilisation (dpf), larvae were subjected to the Light Dark Challenge (LDC;
DanioVision™, Noldus Inc., Wageningen, Netherlands) test to assess anxiety-like behaviour. A
total of 48 larvae per concentration were individually placed in 48-well microtiter plates (1
larva/well). The LDC test of a total duration of 1 hour consisted of 30 minutes of light
habituation, followed by 7.5 minutes of darkness, 7.5 minutes of light, 7.5 minutes of darkness
and 7.5 minutes of light. Larval behaviour was recorded using EthoVision™ XT software
(Noldus Inc., Wageningen, Netherlands). Parameters analysed included total distance moved
and angular velocity. Finally, the results were statistically evaluated using Unistat 6.5 for Excel
software.

Results and Discussion

The locomotor activity, as the main behavioural parameter, of zebrafish larvae was significantly
altered (Fig. 1) by exposure to both tested concentrations of lamotrigine (LTG 0.1 pg/L and 100
ug/L), with both groups exhibiting increased swimming distance compared to the control group.
However, no statistically significant difference was observed between the two LTG
concentrations. In the control group, larvae displayed typical LDC behaviour, with lower
activity during light and increased activity during darkness. In contrast, LTG-exposed groups
showed elevated activity during both light and dark phases, indicating a disrupted response to
the LDC challenge.

Effect of LTG on distance moved
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Figure 1. Representative graph of the light-dark test: After an initial acclimatisation in the
illuminated chamber (A) that lasted 30 min, larvae were subjected to a dark challenge phase for
7.5 min (D1) and another light challenge phase for 7.5 min (L1). This chain of dark and light
phases was repeated once (D2-L2), so that two dark and light phases were alternated.
Swimming activity as a function of distance moved (mm) typically showed low levels during
acclimatisation, increased levels during the dark challenge phase, and decreased levels during
the light challenge phase (median, N = 60).

To our knowledge, no studies have yet reported acute or chronic behavioural effects of
environmentally relevant LTG concentrations on fish. Our results demonstrate for the first time
that LTG in surface waters may affect behavioural endpoints in aquatic organisms.
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Our results are consistent with previous research on gabapentin (GBP), where zebrafish larvae
showed increased locomotor activity after exposure to environmentally relevant and higher
concentrations. Both GBP and LTG increased activity during LDC, suggesting a possible shared
impact on neuromotor regulation. Unlike GBP, which showed a concentration-dependent
response, LTG did not differ significantly between concentrations, likely due to differences in
their pharmacological targets - GBP modulates calcium channels via the a26 subunit, while
LTG blocks voltage-gated sodium channels. Notably, to date, GBP has only been tested in
embryotoxicity assays with zebrafish (He et al. 2019), making our study among the first to
compare its behavioural effects with those of LTG. The evaluation of behavioural data is still
ongoing and will be supplemented with gene expression analysis of stress-related markers to
provide further insight into the potential mechanisms of LTG action in early fish development.

Conclusion

The presence of LTG in aquatic environments may influence the behaviour of aquatic
organisms, potentially disrupting natural activity patterns and ecological interactions. Such
disturbances may interfere with predator-prey dynamics, reproductive behaviours, or other vital
processes, ultimately affecting ecosystem stability. The inefficient removal of LTG during
conventional wastewater treatment processes highlights the need to improve filtration
technologies or develop strategies to limit pharmaceutical discharge into surface waters. The
observed increase in locomotor activity in zebrafish larvae emphasises the importance of
examining behavioural endpoints in ecotoxicological assessments. Our findings contribute to a
growing body of evidence showing that neuroactive pharmaceuticals may affect non-target
species even at low concentrations. As LTG acts on voltage-gated sodium channels in the central
nervous system, it may interfere with neural signalling and behaviour in aquatic vertebrates.
These initial findings support concerns about the broader implications of human
pharmaceuticals on wildlife. Ongoing gene expression analyses will provide further insights
into how LTG exposure modulates the activity of stress-related genes in zebrafish, potentially
clarifying the underlying molecular mechanisms of the observed behavioural alterations.
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Pisobeni vzdalenosti prepravy a ro¢niho obdobi jako synergickych faktori
na pocty uhyni brojlert kura domaciho a kachen domacich pri jejich
prepravé na jatky

The effect of transport distance and season as synergistic factors on the
mortality rates of broilers and ducks during their transport to
slaughterhouses
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Summary

This study investigates the synergistic effects of two key factors — season and transport distance — on
mortality rates of broiler chickens and ducks during transport to slaughterhouses. Data from the Czech
State Veterinary Administration inspections (2017-2023) were analyzed, encompassing over 807,9
million broilers and 28 million ducks. Transport distances were categorized into five intervals (<50 km
to >300 km) and seasons into four (spring to winter). Mortality rates were compared across these
variables and their combinations using y2 tests (p<0.05). In broilers, the highest mortality (up to
0.884%) was observed in winter and during long-distance transports. In ducks, the greatest mortality
(up to 0.589%) occurred during summer and long-distance transports. The results confirm a significant
synergistic interaction between season and transport distance. These findings highlight critical risk
combinations negatively impacting poultry welfare during transport.

Keywords: Welfare; Transport stress; Poultry

Uvod

Prace je zamé&fena na zjiStovani synergického pusobeni faktoru roéniho obdobi a faktoru
prepravni vzdalenosti na po¢ty uhynulé, utracené a prefazené driibeze — brojler kura doméaciho
a kachen - na nutnou porazku (dale jen Ghyny) pfi pfepravé na jatky.

Material a metodika

Prace se opird o udaje z dozorové ¢innosti ufednich veterinarnich 1€kai nad pfepravou zvitat
na jatky z obdobi let 2017 az 2023. Byla hodnocena pieprava driibeze v ¢lenéni na brojlery
(kura domaciho) (807 874 546 zvirat) a kachny (28 012 184 zvirat). Ro¢ni obdobi bylo
rozdeleno na obdobi jaro (bfezen, duben a kvéten), 1éto (Cerven, Cervenec a srpen), podzim
(zéri, tijen a listopad) a zimu (prosinec, leden a unor). Pfepravni vzdalenosti byly rozdéleny
s ohledem na sledované uzemi na pfepravu na velmi kratkou vzdalenost do 50 km, kratkou
vzdalenost od 51 do 100 km, stfedni vzdalenost od 101 do 200 km, dlouhou vzdalenost 201 az
300 km a velmi dlouhou vzdalenost 301 a vice km. Byla zjistovana Groven uhynu pro brojlery
a kachny piepravované na jatky. Byly porovnavany relativni pocty uhyni za celé sledované
obdobi mezi jednotlivymi ro¢nimi obdobimi a zjiStovan vliv ro¢niho obdobi na thyny pfi jejich
piepravé na jatky. Byly porovnavéany relativni pocty thynii za celé sledované obdobi mezi
jednotlivymi pfepravnimi vzdalenostmi a zjiStovan vliv piepravni vzdalenosti na thyny pfi
jejich preprave na jatky. Byly porovnavany relativni poCty thynt za celé sledované obdobi pro
jednotlivé kombinace roc¢nich obdobi a ptfepravnich vzdalenosti a bylo zjiStovéano, kterd
kombinace téchto dvou faktori zptisobuje nejvyssi thyny u brojleri kachen ptepravovanych na
jatky. Statistické posuzovani vychazelo z porovnavani relativnich Cetnosti pomoci ¢ testu
s urovanim statistické vyznamnosti na hladiné¢ p<0,05. Vypocty byly provedeny pomoci
programu Excel Microsoft Office Professional Plus 2019.
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Vysledky a diskuse

Zabyvali jsme se synergickym pusobenim faktoru roc¢niho obdobi a faktoru piepravni
vzdalenosti na pocty uhynulé, utracené a prefazené driibeze na nutnou porazku (déle jen thyny)

pii pfepravé na jatky, a to v clenéni na brojlery (kur doméci) a kachny.

Brojleri

Pocty ptepravenych brojlert jsou uvedeny v tabulce €. 1 a pocty uhynulych brojlert (v %) jsou
uvedeny Vv tabulce ¢. 2, a to pro jednotliva ro¢ni obdobi i za cely rok podle jednotlivych

ptepravnich vzdalenosti a celkové.

Tabulka ¢. 1

Pocet prepravenych brojleri v jednotlivych ro¢nich obdobich pro sledované prepravni

vzdalenosti
prepraveno prepravni vzdalenost
obdobi <50 100 200 300 >300 |celkem
jaro 56632375 67890245 70341890 9892194 279851 | 205036555
l1éto 59827920 69371006 71937595 9140826 199424 | 210476771
podzim 57827963 69662193 68049072 8450891 224483 | 204214602
zima 52523334 62954952 63649630 8888130 130572 |188146618
celkem 226811592 | 269878396 |273978187 |36372041 |834330 |807874546
Tabulka €. 2

Pocet uhynulych brojlerii v jednotlivych rocnich obdobich pro sledované prepravni
vzdalenosti

uhynulo (%) prepravni vzdalenost

obdobi <50 100 200 300 >300 |celkem
jaro 0,415 0,387 0,560 0,610 0,833 0,465
1éto 0,404 0,348 0,478 0,524 0,452 0,416
podzim 0,396 0,401 0,537 0,601 0,769 |0,454
zima 0,488 0,462 0,667 0,831 0,884 0,556
celkem 0,424 0,398 0,557 0,640 0,733 0,471

Synergické pusobeni faktoru ro¢niho obdobi a faktoru piepravni vzdalenosti na pocty
uhynulych brojleri pti pfepravé na jatky je uvedeno v grafu ¢. 1.

Grafé. 1
Porovnani po¢tu uhynulych brojleri mezi jednotlivymi ro¢nimi obdobimi pro sledované
prepravni vzdalenosti
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Vysvétlivky : u sloupcti rozdilné pismena vzdy pro kazdou vzdalenost zvlast’ oznacuji statisticky vyznamny rozdil
na hladiné vyznamnosti p<0,05, shodna pismena oznacuji statisticky nevyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti

p>0,05.

Z grafu €. 1 vyplyva, ze se projevilo synergické ptisobeni faktoru rocniho obdobi a faktoru
ptepravni vzdalenosti na poc¢ty uhynulych brojlert pfi piepravé na jatky, kdy se ukazala jako
nejhorsi (nejvice tthynil) kombinace zimniho obdobi (a pfipadné jarniho obdobi) a nejdelsi
prepravni vzdalenosti (thyn az 0,884% a ptipadné 0,833%). Z vysledkl je ziejmé, Ze synergie
zimniho obdobi a dlouhé ptepravni vzdalenosti je kombinace faktort, kterda se negativné
promita do pocti thynt brojlert pti pieprave na jatky.

Kachny

Pocty prepravenych kachen jsou uvedeny Vv tabulce €. 3 a pocty uhynulych kachen (v %) jsou
uvedeny v tabulce ¢. 4, a to pro jednotliva ro¢ni obdobi i za cely rok podle jednotlivych
prepravnich vzdalenosti i celkové.

Tabulka €. 3
Pocet prepravenych kachen v jednotlivych ro¢nich obdobich pro sledované piepravni
vzdalenosti

piepraveno ptepravni vzdalenost (km)

obdobi <50 100 200 300 >300 celkem
jaro 2562496 1568597  |2583854 |192075 |0 6907022
1éto 2363754 1562751 1770449 | 226278 0 5923232
podzim 2975290 1861592 2865886 |305694 |0 8008462
zima 2429008 1701022  |2765922 |[277516 |0 7173468
celkem 10330548 6693962 9986111 |1001563 |0 28012184
Tabulka €. 4

Pocet uhynulych kachen v jednotlivych ro¢nich obdobich pro sledované piepravni
vzdalenosti

uhynulo (%) ptepravni vzdalenost (km)

obdobi <50 100 200 300 >300 celkem
jaro 0,100 0,104 0,140 0,159 - 0,118
1éto 0,162 0,259 0,396 0,589 - 0,274
podzim 0,099 0,150 0,168 0,375 - 0,146
zima 0,094 0,116 0,150 0,168 - 0,124
celkem 0,113 0,156 0,196 0,324 - 0,160

Synergické plsobeni faktoru ro¢niho obdobi a faktoru piepravni vzdalenosti na pocty
uhynulych kachen pfi pfepraveé na jatky je uvedeno v grafu €. 2.
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Graf ¢. 2
Porovnani po¢tu uhynulych kachen mezi jednotlivymi ro¢nimi obdobimi pro sledované
prepravni vzdalenosti
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Vysvétlivky: u sloupci rozdilna pismena vzdy pro kazdou vzdalenost zv1ast’ oznacuji statisticky vyznamny rozdil
na hladiné vyznamnosti p<0,05, shodna pismena oznacuji statisticky nevyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti
p>0,05.

Z grafu €. 2 vyplyva, ze se projevilo synergické plsobeni faktoru rocniho obdobi a faktoru
pfepravni vzdalenosti na pocty uhynulych kachen pfi ptfepravé na jatky, kdy se ukéazala jako
nejhorsi (nejvice thynt) kombinace letniho obdobi a nejdelsi piepravni vzdalenosti (thyn az
0,59%). Z vysledku je ziejmé, ze synergie letniho obdobi a dlouhé piepravni vzdalenosti je
kombinace faktort, ktera se negativné promita do poctd thynti kachen pfti ptepravé na jatky.

Zavér

Celkové lze konstatovat, Ze bylo prokdzano synergické pusobeni faktoru ro¢niho obdobi a
faktoru prepravni vzdalenosti na poéty uhynulé driibeze pfi prepraveé na jatky, kdy u brojlerti
byla zjiSténa nejhorSi kombinace zimniho obdobi a delsi pfepravni vzdalenosti ve smyslu
nejvyssich tthynt a u kachen byla zjisténa nejhorsi kombinace letniho obdobi a delsi ptepravni
vzdalenosti ve smyslu nejvyssich tthynt.

Kontaktni adresa: Justova Eva, MVDr., Ustav ochrany a welfare zvifat a vefejného veterinarniho
1ékarstvi, FVHE VETUNI, Palackého tf. 1946/1, 612 42, Brno, justovae@vfu.cz
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Vliv 17a-ethinylestradiolu na Zivotni funkce dania pruhovaného (Danio
rerio)

Effect of 17a-ethinylestradiol on vital functions of zebrafish (Danio rerio)

Peskova Nikolal2, Blahova Janal, Hollerova Aneta?, Weiserova Zuzanal, Hodkovicova
Nikola?, Marsalek Petr?, Tichy FrantiSek?, Franc Ales*, Svobodova Zderika®

Fakulta veterindrni hygieny a ekologie, Veterindrni univerzita Brno
20ddeélent infekcnich chorob a preventivni mediciny, Vyzkumny vstav veterinarniho lékaistvi, v.v.i.
SFakulta veterindrniho lékai'stvi, Veterindrni univerzita Brno
*Farmaceutickd fakulta, Masarykova univerzita

Summary

Pollution of the aquatic ecosystem by hormone-active substances is a frequently discussed topic these
days. Such substances can pass through the sewage treatment plant system and affect aquatic life. This
study tested the effect of 17a-ethinylestradiol (EE2) on individual zebrafish (Danio rerio) at an
environmentally relevant concentration in fish food (10 ug/kg) and at a concentration 100 times
higher(1000 ug/kg). This experiment revealed significant changes in the expression of reproductive
genes, an increase in vitellogenin levels and histopathological lesions in the testes after EE2 exposure.
Additionally, lipid peroxidation and changes in antioxidant enzyme activities were observed at both
tested concentrations, along with morphological changes and increased mortality at the higher
concentration. Even the environmentally relevant concentration of EE2 poses a danger to the aquatic
organisms as it changes D. rerio's reproductive and health parameters, indicating toxicity at the
molecular, cell, tissue, and organism levels.

Keywords: I7a-ethinylestradio; fish, gene expression; histopathology; oestrogens; oxidative stress

Uvod

Spotteba 1éciv celosvétove roste v disledku stdrnouci populace v rozvinutych zemich a
zlepsujici se zdravotni péce v zemich rozvojovych (Nasri et al., 2021). Konvenéni Cistirny
odpadnich vod vSak cCasto nedokdzi tyto latky zcela odstranit, coz vede k vyskytu
farmaceutickych rezidui, véetné estrogent, ve vodnim prostiedi — ve splaSkovych, povrchovych
1 pitnych vodach (Ren et al., 2022). Zvlastni pozornost je v€novana syntetickému estrogenu
17a-ethinylestradiolu (EE2), bézné pouzivanému v antikoncepci. EE2 vykazuje vysokou
perzistenci, nizkou rozpustnost a schopnost narusovat endokrinni systém organismi i v nizkych
koncentracich (Adeel et al., 2017). Maze ovlivnit reprodukci, vyvoj, chovani a rovnovéhu
organismu (Henriksen et al., 2016). U vodnich zivoCichl, zejména ryb a mlzi, byly
zaznamenany zmény jako zvySené hladiny vitellogeninu (VTG), intersexualita, sniZena
produkce pohlavnich buné€k, feminizace samct ¢i oxidacéni stres (Brew et al., 2020; Weisserova
et al., 2023). Tato studie se zamé¢fila na ucinky peroralni expozice EE2 na zdravi a reprodukci
diploidnich zebticek, s vyuzitim dvou koncentraci ve strave: 10 pg/kg (environmentalni) a 1000
ng/kg (100x vyssi). Hypotézou je, Ze i nizké koncentrace EE2 mohou ovlivnit pohlavni
diferenciaci, mortalitu a fyziologické parametry ryb.

Material a metodika

Krmivo Gemma Micro 150 (Skretting, Norsko; 100200 um) bylo obohaceno EE2 (>98 %,
Sigma-Aldrich) ve dvou koncentracich: 10 ug/kg (environmentalné relevantni) a 1 000 pg/kg.
Koncentrace EE2 byla ovéfena chromatografii (LOD = 0,104 ng/kg); vysledky: 10,7 = 0,8 a
991,1 £ 59,6 ng/kg. Experiment probéhl na Veterinarni univerzit¢ v Brn€. Po dvoutydenni
aklimatizaci nasledovala $estitydenni expozice dle OECD 215 (OECD, 2000). Ryby (n = 192)
byly rozdéleny do 6 nadrzi (2 kontrolni, 4 exponované) za identickych podminek (denni

62



Sekce 4 Verejné a soudni veterinarstvi a toxikologie

vyména vody, fotoperioda 12:12 h, sledovani O:, pH, NHs, NO2). Po expozici byly ryby
usmrceny (MS-222, 250 mg/1, 10 min), odebrany morfometrické udaje a vzorky. Oxidaéni stres
byl hodnocen metodou TBARS (Lushchak et al., 2005) a aktivitou enzyma GST, GR, GPx,
CAT (Blahova et al., 2013). VTG byl stanoven metodou ELISA (Biosense, Norsko). Genova
exprese markerti (napt. vtgl, cypl9ala, star) byla analyzovana pomoci qRT-PCR
(Hodkovicova et al., 2021). Gonady byly histologicky hodnoceny po fixaci ve formaldehydu a
barveni HE (hematoxylin-eosinem). Statistickd analyza byla provedena v Unistat for Excel 6.5
s hladinou vyznamnosti p < 0,05. VSechny parametry byly testovany na normalni rozdéleni
pomoci Shapiro-Wilkova testu a na homogenitu rozptylu pomoci jednofaktorové ANOVA
nasledované post hoc Tukey-HSD testem. Pro vyhodnoceni dat s nenormalnim rozdélenim byl
zvolen neparametricky Kruskal-Wallistv test a Dunntiv test. Analyza kategorickych dat, jako
je umrtnost, byla provedena pomoci chi-kvadrat testu a kontingen¢nich tabulek.

Vysledky a diskuze

Béhem expozice doslo ve skupiné s vysokou koncentraci EE2 k vyznamnému zvyseni mortality
(31,3 %, p < 0,01), zatimco v kontrolni skupiné z4dny tthyn nenastal. Ve skupiné s nizkou
davkou uhynuli pouze dva jedinci. Po Sesti tydnech bylo zaznamenano vyrazné snizeni télesné
hmotnosti (p < 0,01) ve skupiné€ s vysokou davkou, zatimco celkova délka téla byla vyznamné
zvySena u obou exponovanych skupin (p < 0,01). Podobné vysledky uvadéji studie u jinych
druhd ryb (Ye et al., 2018). Ve srovnani s triploidnimi zebii¢kami (Weiserova et al., 2023) byla
v naSem pokusu mortalita diploidnich jedincti vyss$i, coz mize naznacovat jejich nizsi odolnost
vuci EE2. Analyza markert oxidacniho stresu ukazala vyznamné zvySeni hladin TBARS a GPx
a naopak pokles aktivity glutathionreduktazy (GR) po expozici EE2 (p < 0,01). Tyto zmény
signalizuji oxidativni poskozeni bun¢k, pravdépodobné v disledku narusené antioxidacni
obrany (Rodrigues et al., 2021; Weiserova et al., 2023). Hladina VTG, markeru endokrinni
disrupce, byla vyznamn¢ zvySena ve skupiné€ s vysokou davkou EE2 (p < 0,01). Indukce VTG
u samct potvrzuje estrogeni ucinek EE2 a je v souladu s pfedchozimi studiemi zaméfenymi na
uc¢inky vodnich 1 dietarnich expozic (Weiserova et al., 2023). CoZ potvrzuje i histopatologicka
analyza testikularni tkané, kterd po Sesti tydnech expozice EE2 zaznamenala v nejvyssi
koncentraci vyrazné potlaeni spermatogeneze se snizenym poctem spermii. Analyza genové
exprese prokazala statisticky vyznamny pokles exprese genti cypl9ala, hsd17bl, ptgesl a star,
zatimco vtgl byla vyrazné zvySena (p < 0,01). Tyto zmény ukazuji na naruSeni hormonalni
regulace a biosyntézy steroidnich hormoni pii vysoké koncentraci EE2.

Zavér

Experiment naznacuje, ze EE2 zplsobil negativni zmény na vice trovnich. Na molekularni
urovni bylo ve srovnani s kontrolni skupinou ovlivnéno nékolik genti spojenych s reprodukénim
systémem. To jasné korelovalo se zvySenymi hladinami markeru endokrinni disrupce — VTG a
histopatologickymi ndlezy v testikularni tkdni exponovanych ryb. Pii vys§i testované
koncentraci byla pozorovdna vyznamna umrtnost (31,3 %). U samct ryb vystavenych
kontaminovanému prostfedi mize dojit ke zmé€ndm v reprodukénim systému, feminizaci a
sniZzeni populace. EE2 také predstavuje dalsi riziko ovlivnéni celkovych zdravotnich parametrti
ryb, coz vede k thynu. JelikoZ jsou ryby Castou soucdsti lidské stravy, kontaminace vodniho
prostiedi EE2 predstavuje potencialni riziko pro lidské zdravi. Proto by mély byt estrogenni
latky z prostfedi odstranény.

Podékovani

Projekt byl financovan z ERDF/ESF ,Profish“ [¢. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16 _019/0000869] a
Ministerstvem zemédélstvi Ceské republiky [RO 0523]. Tyto vysledky byly dale publikovany jako
¢lanek (Hollerova et al., 2025).
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Vplyv spomalovacov horenia na baze organickych zlicenin fosforu na
embryonalny vyvoj dania pruhovaného (Danio rerio)

The effects of phosphorus-based organophosphate flame retardants on the
embryonic development of zebrafish (Danio rerio)

'Michaela Frederika Vargova, 'Kristina Lehocka, 'Jana Cahova, 'Lucie Plhalova,
IKamila Novotna KruZikova, Nikola Peskova, 'PFemysl Mikula

! Ustav ochrany a welfare zvifat a vefejného veterindrniho lékaistvi, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie,
Veterinarni univerzita Brno, Ceska republika

Summary

Organophosphate flame retardants (OPFRs) represent a group of chemicals widely used as
replacements for brominated flame retardants. Due to their frequent release into the environment and
documented toxic effects in aquatic organisms, it is essential to assess their potential impacts on aquatic
life. The aim of this study was to evaluate the effects of two selected OPFRs — tris(1-chloro-2-propyl)
phosphate (TCIPP) and triphenyl phosphate (TPhP) — on the embryonic development of the model
organism zebrafish (Danio rerio). The test was conducted in accordance with OECD Guideline 236,
assessing endpoints such as mortality, incidence of malformations, hatching, body length, and heart
rate. The results showed that TCIPP did not exert significant effects on most evaluated parameters,
except for a statistically significant increase in heart rate at a concentration of 100 ug/L (p < 0.05). In
the case of TPhP, a significant increase in heart rate was also observed at 100 ug/L (p < 0.05), while at
1000 ug/L, a significant reduction in body length and increased incidence of malformations were
recorded (p < 0.01). These findings highlight the potential cardiovascular and developmental toxicity
of OPFRs in aquatic environments and underscore the need for further toxicological assessment.

Keywords: Flame retardants; Aquatic toxicity, Zebrafish embryos; Developmental effects

Uvod

Organofosforové spomal'ovace horenia (OPFRs), ktoré sa bezne vyuzivaju ako aditiva do
nabytku, textilii, elektrospotrebicov €i stavebnych materidlov na zniZenie ich horlavosti,
predstavuju jedny z najcastejsie pouzivanych spomal'ovacov horenia (Hou et al. 2016). OPFRs
sa stali alternativou za bromované spomal'ovace horenia (BFRs), ktoré boli v dosledku ich
perzistencie a bioakumulacie regulované ako perzistentné organické polutanty (POPs), (van der
Veen and de Boer 2012). OPFRs sa zvyC€ajne pridavaju do materidlov ako prisady a nie
prostrednictvom chemickej vadzby, Co ich robi nachylnej§imi na vstup do Zivotného prostredia
opotrebovanim, odparovanim a penetraciou (Luo et al. 2024). Nizka ucinnost’ odstrafiovania
organofosfatovych spomalovacov horenia (OPFRs) v Cistiarniach odpadovych vod prispieva k
ich Sirokému vyskytu v roznych environmentalnych zlozkdch. Medzi najcastejSie
identifikované OPFRs v zivotnom prostredi patri tris(1-chlor-2-propyl)fosfat (TCIPP) a
trifenyfosfat (TPhP). Tieto latky vykazuju odliSné fyzikalno-chemické vlastnosti, co
ovplyviiuje ich spravanie a biologicku dostupnost’ vo vodnych systémoch (Hou et al., 2016).
Predchadzajuce Studie poukazujii na schopnost OPFRs nartSat’ embryondlny vyvoj ryb,
ovplyviovat’ morfologicky vyvoj, srdcovu frekvenciu, liahnutie a prezitie embryi (Dishaw et
al. 2014; Zhang et al. 2023).

Ciel'om naSej prace bolo posudit’ akutnu toxicitu vybranych spomal’ovacov horenia na baze
orgénofosfatov (TCIPP a TPhP) na ranné vyvojové Stadia dania pruhovaného (Danio rerio)
najméi na vyvoj embryi, mortalitu, liahnutie, vyskyt malformacii, srdcovu frekvenciu a dizku
tela.
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Material a metody

Embryonalne testy boli vykonané s vyuzitim modifikovanej metody OECD 236 (Fish embryo
acute toxicity (FET) test). Ako modelovy druh bolo zvolené dénio pruhované (Danio rerio),
tento zastupca patri medzi Casto vyuzivané modelové organizmy v toxikologickych testoch,
v ktorych su zistované negativne U¢inky cudzorodych latok vyskytujacich sa vo vodnom
prostredi. Do testu boli nasadené Cerstvo oplodnené ikry vo veku do 1,5 hodiny po oplodneni.
Embryé boli umiestnené do 24-jamkovych mikrotitracnych dostic¢iek a pocas 96 hodin boli
vystavené posobeniu latok — trifenylfosfat (TPhP) a tris(1-chlér-2-propyl)fosfat (TCIPP).
Uvedené spomal’ovace horenia boli testované samostatne, priCom pre obe latky — TCIPP a TPhP
— boli pouzité rovnaké vybrané koncentracie (0,1; 1; 10; 100; 1000 pg/L) V kazdom teste bola
tiez kontrolna skupina, ktora bola vystavena iba riediacej vode bez pridavku testovanej latky.
Riedena voda bola pripravena podl'a normy ISO 7346 (1996). V teste bola zahrnuta aj kontrolna
skupina s rozpustadlom, konkrétne dimetylsulfoxidom (DMSO), pouzitym v maximalnej
schvalenej koncentracii 0,01 % podl'a smernice OECD 236. Testované roztoky boli pravidelne
obmieniané po 24 hodinach. Pozorovanie prebiehalo celkom 96 hodin, pricom kazdych 24 hodin
bolo vykonavané hodnotenie mortality, liahnutia a mozného vyskytu malformécii (napr.
deformacia tela, zmeny pigmentacie, edém srdca, edém Zitkového vacku). Dalej bola sledovana
tepova frekvencia, a to v ¢ase 48 hodin po oplodneni (hpf). V priebehu testu boli embrya
umiestnené v rastovej komore za konstantnych podmienok (26+1 °C, fotoperioda 12 h svetlo/12
h). Na Sstatistické spracovanie dat bol vyuzity softvér Unistat 6.5. pre Excel. Rozdiely v
mortalite, v liahnuti a vo vyskyte pripadnych morfologickych zmien boli testované iba medzi
kontrolnou skupinou a jednotlivymi pokusnymi skupinami s vyuzitim kontingenénych tabuliek
2x2. Pre zistenie $tatisticky vyznamnych rozdielov medzi hodnotami srdcového tepu a dizky
tela bolo najskor vykonané testovanie normality (Shapiro-Wilkov test). Vzhl'adom na to, ze
nebola splnend podmienka normality, bol nasledne vyuzity neparametricky viacvyberovy
medidnovy test. Porovnavané boli vZdy experimentalne skupiny voci kontrolnej skupine v
danom ¢&ase pozorovania. Statisticki vyznamnost bola hodnotend na hladine p<0,05 ako
Statisticky vyznamnd, p<0,01 ako Statisticky vysoko vyznamna a p>0,05 Statisticky
nevyznamna.

Vysledky a diskusia

Po Statistickom vyhodnoteni nebol zisteny signifikantny vplyv TCIPP na mortalitu, vyskyt
malformacii, liahnutie ani dizku tela embryi dnia pruhovaného v porovnani s kontrolnou
skupinou. AvSak pri koncentracii 100 pg/L bol zaznamenany Statisticky vyznamny narast
srdcove] frekvencie (p<0,05). Tieto =zistenia naznacuji, Ze TCIPP modZe ovplyvnit
kardiovaskularnu aktivitu embryi aj pri koncentraciach, ktoré nevyvolavaji morfologické
zmeny ani zvySenu mortalitu. Na rozdiel od toho Du et al. (2015) pozorovali zniZenie srdcove;j
frekvencie u embryi zebrafish vystavenych TCIPP, ¢o moze suvisiet s rozdielmi v
experimentalnom dizajne, pouzitych rozpustadlach alebo citlivosti hodnotenia. Tieto rozdiely
poukazujii na komplexnost’ u¢inku TCIPP na srdcovu ¢innost,, ktora moze byt ovplyvnena
viacerymi faktormi.

Po Statistickom vyhodnoteni nebol zaznamenany signifikantny vplyv TPhP na mortalitu ani
liahnutie v porovnani s kontrolnou skupinou. Pri koncentracii 100 pg/L v8ak bol zaznamenany
Statisticky vyznamny ndrast srdcovej frekvencie (p < 0,05) oproti kontrole. Pri koncentracii
1000 pg/L bol pozorovany itatisticky vysoko vyznamny vplyv (p < 0,01) na skrétenie dizky
tela, ako aj zvySeny vyskyt malformécii — Statisticky vyznamny pri 48 hpf (hodin po oplodneni),
(p <0,05) a statisticky vysoko vyznamny pri 72 a 96 hpf (p <0,01). Tieto vysledky st v stilade
so Studiou Isales et al. (2015), ktord preukazala zmeny v morfoldgii a funkcii srdca vratane
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zvitSenia perikardidlnej oblasti a zniZenia telesnej dizky u embryi vystavenych TPhP. Rovnako
Mitchell et al. (2018) naznacili, ze TPhP moze ovplyvnit' vyvoj srdca prostrednictvom
narusenia signalnych drah jadrovych receptorov, ¢o moze viest’ k zmenam v expresii génov
dodlezitych pre vyvoj kardiovaskularneho systému.

Zaver

Vysledky tejto Stadie poukazuju na rozdielne u€inky TCIPP a TPhP na embryonéalny vyvoj
dania pruhovaného. Zatial ¢o TCIPP nevykazoval signifikantny vplyv na mortalitu,
morfologické abnormality, liahnutie ani diZku tela, pozorovany bol Statisticky vyznamny
ucinok na srdcovu frekvenciu pri vysSej testovanej koncentracii (100 pg/L). Naopak, TPhP
preukazal vyraznejSi toxikologicky profil — pri koncentracii 100 pg/L ovplyvnil srdcova
frekvenciu a pri 1000 pg/L mal signifikantny negativny dopad na dizku tela a vyskyt
malformacii v roznych Stadidch vyvoja. Tieto vysledky naznacuji, ze niektoré OPFRs mo6zu
spdsobovat’ subletalne, ale biologicky vyznamné zmeny uz pri nizkych koncentraciach, co
vyvolava obavy z ich vplyvu na vodné organizmy. Vysledky ziroven podporuji potrebu
d’alSieho vyskumu zameraného na mechanizmy toxicity OPFRs, ako aj ich potencidlne
dlhodobé¢ ekologické dopady.
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Effect of fluconazole and its metabolite 1,2,4 - triazole on the early
developmental stages of the African clawed frog (Xenopus laevis)
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Summary

This study investigated the developmental toxicity of fluconazole and 1,2,4-triazole on Xenopus laevis
embryos using the FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay — Xenopus) protocol. Embryos were
exposed to three concentrations (1, 100, and 1000 ug/L) of each compound for the period of 120 hours.
No significant mortality or delay in hatching was observed; however, FLU exposure led to a
concentration-dependent increase in malformations, elevated heart rate, and increased body length,
indicating higher developmental toxicity. TRIAZ showed significantly lower toxicity, with minimal
effects observed only at the highest concentration. These findings highlight the environmental risks
posed by pharmaceutical and pesticide residues, particularly azole compounds, to non-target aquatic
organisms.

Keywords: drugs, toxicity, aquatic organism, acute test

Introduction

Each year, substantial quantities of pharmacologically active substances are employed
worldwide to treat diseases and protect public health (Akay and Kayan, 2021). Among these,
antifungal agents are widely used not only in human and veterinary medicine. These compounds
can enter aquatic environments through various pathways, including effluent from wastewater
treatment plants, industrial discharges, aquaculture operations, and agricultural runoff
(Monapathi et al., 2021). Azole compounds such as fluconazole (FLU), due to their specific
mode of action, have the potential to interfere with endocrine systems in non-target organisms,
thereby posing significant environmental risks (Kahle et al., 2008).

Materials and methods

A study was led by FETAX metrology with freshly fertilized eggs of X. laevis. Fertilized eggs
were carefully selected using a Pasteur pipette under a stereomicroscope and subsequently
divided into 24-well microtiter plates. FLU and its degradation product 1,2,4—triazole (TRIAZ)
were tested in 3 concentrations (1; 100 and 1000 pg/L). A control concentration was also set
using 0.01 % diluted solution of Modified Marc's Ringer (MMR). Tested embryos were
exposed to test substance solutions until they reached developmental stage no 45 according to
Nieuwkoop and Faber (1994) at a constant temperature of 21°C. Mortality, hatching rate,
presence of developmental malformations and other lethal or sublethal effects were monitored
daily.

Results and discussion

Mortality, hatching, malformation, heartbeat and body length

In our study, no significant mortality was observed in embryos exposed to either FLU or
TRIAZ. Hatching was recorded at 72 hours post fertilization (hpf), with all embryos
successfully hatched by this time point at all FLU and TRIAZ solutions. A statistically
significant increase in malformation occurrence was observed at 96 hpf in embryos exposed to
1 png/L FLU (p < 0.01). By 120 hpf, all tested concentrations of FLU resulted in a significant
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increase in malformation rates compared to the control group (p < 0.001). In our study we
recorded malformation like heart edema, smaller head, intestine deformation and higher
pigmentation (Fig. 1). Additionally, exposure to 1000 pg/L FLU resulted in significantly
increased heartbeat rate compared to the control group (p < 0.001) and 100 pg/L FLU (p <
0.05). In our study we observed a statistically significant (p < 0.05) longer body in 1000 pg/L
FLU. Regarding the results published in other scientific studies, Bhagat et al. (2021) observed
a lower hatching rate at 72 hpf in embryos of Danio rerio exposed to 1000 pg/L FLU and Wu
etal. (2025) described a significant decrease (p <0.001) in the heartbeat rate of D. rerio exposed
to 800 000 pg/L FLU. Additionally, embryos exposed to the same concentration exhibited
significantly longer body length (p < 0.05). Even though in comparison with FLU exhibited
TRIAZ overall lower toxicity, several negative effects were observed. Among them, a
statistically significant increase in malformations was reported at 100 pg/L TRIAZ at 120 hpf
(p <0.05). Compared to FLU, exposure to TRIAZ resulted in significantly faster heartbeat at
the concentration of 100 pg/L (p < 0.05). TRIAZ had no significant effect on body length.

Figure. 1: Embryo of X. /aevis in control (on the left), and embryo of X. laevis exposed to1000
png/L FLU (on the right)

Conclusion

Our study aimed to widen the current knowledge of acute toxicity of FLU and TRIAZ on early-
life stages of amphibians using X. laevis as a model organism. The effects were observed using
a wide range of lethal endpoints. FLU showed higher developmental toxicity in X. laevis
embryos compared to its degradation product TRIAZ. Exposure to FLU resulted in significant
malformation occurrence, increased heartbeat rate, and increased body length at higher
concentrations. In contrast, TRIAZ induced fewer malformations and had minimal effects on
growth and physiology, indicating lower overall toxicity. The results of this study emphasize
the need for greater attention to the potential adverse effects of pharmaceutical and pesticide
residues on non-target species in the environment.
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Morfometricka analyza luptousii (Phthiraptera: Amblycera) rodu
Trochiliphagus a Trochiloecetes u kolibriku
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Trochiliphagus and Trochiloecetes in hummingbirds
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Summary

Hummingbirds (Trochilidae), with 366 described species, represent one of the most diverse avian
families, yet their parasitic louse fauna remains poorly known. Only 50 louse species from four genera
of the suborder Amblycera have been described, mostly from a limited number of hosts. Among these,
the genera Trochiliphagus and Trochiloecetes (Ricinidae) are particularly problematic due to their
unclear taxonomy, morphological similarity and lack of molecular data. Both genera differ in body
shape and microhabitat preference on the host. In this study, a total of 711 specimens from museum
collections were analyzed using morphometric and multivariate methods. Preliminary results indicate
that species diversity in Trochiliphagus may be overestimated, and its taxonomic independence remains
uncertain. Multivariate analyses of Trochiloecetes are ongoing.

Keywords: Trochilidae; taxonomy; morphology; clustering

Uvod

Kolibfici patfi s 366 popsanymi druhy k nejpocetnéjSim skupinam ptaka (Gill et al., 2023).
I ptes velky pocet druhti bylo dosud popsano pouze 50 druhii vSenek ¢tyi rodt z podiadu
luptoustt (Amblycera): Leremenopon (4 druhy), Myrsidea (3), Trochiloecetes (30)
a Trochiliphagus (13), u 37 druht kolibiika (10 %) (Dalgleish and Price, 2003a, 2003b).
Na rozdil od prvnich dvou rodu jsou druhy rodd Trochiliphagus a Trochiloecetes velmi $patné
popsané a néktefi autofi zpochybnuji jejich platnost. VétSina druhti je popsana podle jediné
samice i samce, takZe nelze adekvatné hodnotit jak vnitrodruhovou variabilitu, tak hostitelskou
specifitu téchto rodi. Oba rody zahrnuji velké hematofagni druhy, coz je v ramci vSenek
vyjimecné a mizZe mit vyznamny vliv na jejich hostitele (Carriker, 1960). Ekologické studie
ukazuji koexistenci obou rodii na jednom hostiteli (Oniki-Willis et al., 2023), pfiemz
Trochiloecetes (robustni, s vétsi hlavou) se vyskytuje na hlavé a krku hostitele, zatimco $tihlejsi
Trochiliphagus na hrudniku. Ptes zjevné morfologické rozdily zistava jejich taxonomické
zatazeni Castecné nevyjasnéné — piedevSim kvili absenci molekuldrnich dat a moZznému
parafyletickému postaveni uvnitt Celedi Ricinidae.

Cilem této prace je revize morfometrické variability zastupcli obou rodl na zakladé rozsahlého
souboru exemplait z muzejnich sbirek. Analyza zahrnuje méfeni té€lesnych rozmért, hodnoceni
morfologickych znak a statistické zpracovani dat s cilem ovéfit miru druhové diverzity.

Material

Material pouzity v této studii tvorily trvalé mikroskopické preparity vSenek pochazejici
pfedevsim ze sbirek vyznamnych svétovych muzei a dale material ziskany béhem vyzkumnych
aktivit pracovnikti Ustavu biologie a chorob volné Zijicich zvifat Veterinarni univerzity Brno
ve Stredni a Jizni Americe. NejvEtsi a nejcennéjsi ¢ast predstavuje sbirka vSenek ulozena
v National Museum of Natural History (Smithsonian Institution, Washington, D.C.),
ktera zahrnuje také typovy material — holotypy, allotypy a paratypy. Celkem bylo analyzovano
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191 jedinct vSenek rodu Trochiliphagus a 520 jedincti rodu Trochiloecetes. VVzorky zahrnovaly
jak dospélé samce a samice, tak larvalni stadia.

Metodika

Byla provedena metrickd analyza zahrnujici méfeni 8-10 télesnych rozmért (v zavislosti
na rodu a pohlavi) jednotlivych jedinci. Méfeni probihala pod svételnym mikroskopem
za pouziti softwaru Quick Photo. U rodu Trochiliphagus bylo navic hodnoceno 143
morfometrickych znakt puvodné stanovenych pro rod Ricinus. Tato sada byla ¢aste¢né
modifikovana s ohledem na morfologické odliSnosti rodu a bylo mozné vyuzit 92,3 % znakd.
Nepouzitelnost zbyvajicich znaka souvisela s morfologickymi rozdily nebo horsi kvalitou
preparati. Pro hodnoceni morfometrické variability byla provedena analyza hlavnich
komponent (PCA) v programech Syntax 2000 (modul Ordin) a RStudio. Pro rod Trochiliphagus
byly v RStudio dale provedeny navazujici analyzy, véetné¢ shlukovani pomoci k-means
clusteringu a diskriminacéni analyzy (LDA).

Vysledky

PCA analyza odhalila vyraznou morfologickou variabilitu u rodu Trochiliphagus, zejména
mezi vyvojovymi stadii a pohlavimi. Prvni komponenta (PC1) zachycovala velikostni rozdily,
zatimco druha komponenta (PC2) reflektovala variace v hlavovych znacich. U dospélych
samcu hrdla roli 1 délka pohlavniho aparatu, kterd nebyla korelovéna s télesnou velikosti.
Jedinci se rozdélovali do tii hlavnich shlukii, coz bylo potvrzeno metodou k-means a
diskrimina¢ni analyzou (LDA). Jednotlivé shluky byly oznaceny podle dominantniho druhu
jako morfotyp abdominalis, latitemporalis a hirsutus. PCA analyza u rodu Trochiloecetes
ukdzala vysokou morfologickou homogenitu mezi jedinci. Prvni hlavni komponenta (PC1)
reflektovala pfedevSim celkovou velikost, zatimco druhda komponenta (PC2) zachycovala
variace v piednich télnich znacich. Jedinci se seskupovali do uzkého morfologického prostoru
bez zietelného Clenéni. U dospélych samctl siln€é korelovala délka pohlavniho aparatu s
celkovou velikosti téla.

Vzhledem k rozsahu (143 znakll) uvadim pouze vybér morfologickych znakll s vyssi
variabilitou. U hlavy byly rozliSeny ¢tyfi typy tvaru. Prothorax m¢l dva zakladni tvary. U samcii
nebyly pozorovany morfologické rozdily pohlavniho aparatu, zatimco u samic se vyrazné lisil
pocet $tétin na vulve (14-36).

Diskuze

Tradi¢né byly druhy obou rodl povazovany za striktné hostitelsky specifické (Price et al.,
2003). Rheinwald (2007) vsak navrhl, ze vSech tfinact popsanych druht rodu Trochiliphagus
predstavuje ve skutecnosti jediny druh, a cely rod dokonce synonimizoval s rodem Ricinus,
jehoz zastupci jsou hostitelsti generalisté. Carrikeriiv (1960) uréovaci kli¢, zalozeny vyhradné
na celkové velikosti vSenek a jejich rozdéleni do tfi velikostnich skupin, je dnes jiz
nevyhovujici. Opomiji naptiklad Harrisonovo pravidlo o korelaci velikosti parazita a hostitele.

Pro spolehlivou druhovou determinaci je proto nutné doplnit analyzu o dal§i rozméry
a morfologické znaky. V této studii jsem za timto ucelem pievzala urovaci kli¢ vytvoteny
Valanem (2018) pro rod Ricinus a aplikovala jej na rod Trochiliphagus. Metodika d-korelace
(Podani et al., 2023), pouzita naptiklad ve studii Sychra et al. (2024), se jevi jako vhodny ptistup
pro zpracovani morfologickych znaki, nebot” umoznuje kombinovat proménné rtznych
méfitek a nasledné aplikovat ordinacni metody jako PCA k vyhodnoceni mezidruhovych
rozdilt.
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Zavér

Tato studie piredstavuje uceleny zékladni pifehled morfometrické analyzy vsSenek roda
Trochiliphagus a Trochiloecetes, parazitujicich na kolibficich. Predbézné vysledky naznacuji,
7e skute¢na druhova diverzita v ramci rodu Trochiliphagus mutze byt niz§i nez soucasné
uznavany pocet 13 druhti. Na zdkladé PCA analyzy metrickych rozmért byla identifikovana
mozna pritomnost tfi morfotypti (potencialné tfi druhti) tohoto rodu. Analyza odhalila jak fadu
znaki vykazujicich vysokou miru morfologické variability, tak znaky, které ztistavaji napfic
jedinci stabilni. Nékteré proménlivé znaky, zejména v oblasti hlavy, prothoraxu a samici vulvy,
mohou mit potencidlni taxonomicky vyznam, ktery je vSak potfeba dale ovéfit. Pro pfesnéjsi
urceni druhové diverzity a systematického postaveni zkoumanych rodii bude nezbytné provést
molekularni analyzy. Tyto analyzy tvoii navazujici fazi vyzkumu, ktery se zaméii také
podrobnéji na rod Trochiloecetes.

Podékovani
Studie byla finanéné podpotena projektem 20251TA23 VETUNI Brno.
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Prevalence filarialni infekce v krvi a ektoparazitech netopyri
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Summary

This study examines the occurrence and prevalence of filarial nematodes in bats across Europe and
Asia, with a particular focus on identifying potencial vectors. Despite the ecological significance of
these host-parasite interactions, this area remains largely unexplored. Filariae, primarily of the genus
Litomosa, were detected in bat blood samples and associated ectoparasites, like mites, ticks and fleas.
Filarial DNA was found in 8,8 % of bat blood samples and 5 % of ectoparasite samples. Several novel
filarial species were identified, and their presence was confirmed in different bat species. These findings
enhance our understandind of the filarial life cycle, host-vector relationships, and potencional impacts
on bat health and broader ecological dynamics.

Keywords: Nematoda, Chiroptera; Litomosa sp., ectoparasites, nested PCR

Uvod

Netopyii jsou hostitelé Siroké skaly virovych, bakteridlnich a mykotickych patogennich agens,
ktera jsou sledovana s ohledem na jejich vysokou infek¢nost, mortalitu novych hostiteli ¢i
potencidlni riziko zoonéz. Filarie a jejich vyskyt u netopyri zatim nejsou dikladné
prozkoumany. Do dnesni doby se vSak podafilo u riznych druhii netopyrt identifikovat rtizné
druhy filarii, zejména z rodu Litomosa spp., naptiklad na uzemi Mexika nebo Madagaskaru
(Ramasindrazana et al., 2016; Rendon-Franco et al., 2019), pfipadné jinych zaoceanskych zemi.
dopadu na zdravi hostitele. Z izemi Evropy a Asie vSak existuje jen velmi maly vzorek zachytu
téchto endoparazitii (Mészaros and Mas-Coma, 1980; Horvat et al., 2016), stale tak chybi
uceleny ptehled o jejich prevalenci u netopyrti na tomto izemi, coz je hlavnim cilem této studie.

Filarie osidluji predevSim peritonealni dutinu, ale také mozek €1 srde€ni komory a ovliviuji tak
zdravotni stav a chovani jejich hostiteli (Morand et al., 2006). Mezi zaznamenané klinické
pfiznaky patfi napiiklad slabost a respiracni potiZze a nasledné histopatologické nalezy na
organech. Ne vzdy se musi u vSech jedinct urcité klinické ptiznaky objevit (Renddn-Franco et
al., 2019). Larvalni formy mikrofilarii, byly zaznamenany také ve spermatu netopyrii, mohou
tak ovlivnit jeho kvalitu a tim také ohrozit reproduk¢ni tispéSnost netopyrii (Pikula et al., 2023).

Hlavni metoda pro zachyt filarii je detekce v krevnim natéru. V piipad¢ pozitivniho nalezu jsou
zvifata vétSinou usmrcena pro ziskani dospé€lych cervii ztkéni, aby mohli byt pomoci
morfologie druhové identifikovani. V této studii vSak byly druhy filarii zkoumény na zakladé
pouze neletdln€é odebranych vzorkd krve a neinvazivné odebranych vzorkl krevsajicich
ektoparazitli netopyril, kteti maji nejzdsadnéjsi roli v pfenosu infek¢nich larvalnich stadii
(infekéni larva L3) zjednoho hostitele na druhého. Detekce mikrofilaridlni DNA
v ektoparazitech tudiZ miZe odrazet jejich pritomnost v krvi hostiteldi, ¢i pfitomnost dospélych
filarii v jejich tkanich. V nasi studii je vétSina vzorkli odebrana parové — tedy krev 1 ektoparazit
z jednoho jedince. Z dostupnych zdrojlii pouze n¢kolik publikaci sledovalo vyskyt mikrofilarii
v krevsajicich ektoparazitech nebo identifikovalo ektoparazity jako kompetentni vektory filarii
u netopyrt (Bain et al., 2002). Netopyfi jsou pfitom hostiteli Siroké Skaly téchto potencialnich
vektort, jako jsou roztoci, klist’ata, muchule nebo blechy. Zejména samice s mlad’aty na letnich
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koloniich jsou ektoparazity siln¢ zatizeny, coz podporuje potencialni ptenos tzv. ,,vector-borne*
nemoci, véetné prave filaridz.

Cilem tedy bylo ziskat informace o prevalenci a diverzité filarii u netopyri na eurasijském
kontinentu a identifikovat potencialni vektory podilejici se na pienosu mikrofilarii mezi
hostiteli a zjistit druhovou pfislusnost filarii pomoci sekvenace ziskané DNA.

Material a metodika

Analyze byla podrobena kolekce 262 vzorkl krvi a 564 vzorkt krevsajicich ektoparaziti z 24
druhii netopyrt (Rhinolophus ferrumequinum, Miniopterus schreibersii, a dalsi). Vzorky
pochézely zoblasti Ceské republiky, Bulharska, Arménie, Gruzie, Slovenska a Ruska.
Ektoparaziti byli morfologicky urceni a uchovavani ve zkumavkach se 70% etanolem az do
nasledné analyzy. Ze vzorkl ektoparazitli byla izolovana DNA pomoci kitu NucleoSpin®
TISSUE XS dle upraveného protokolu pro co nejvyssi vytéznost DNA. Z krve byla DNA
izolovana pomoci kitu NucleoSpin® BLOOD (Macherey-Nagel, Némecko). Koncentrace a
kvalita ziskané DNA byla ovéfena pomoci nano-spektrofotometru. 1zolat DNA byl nasledné
skladovén pii teploté -20 °C.

Izolovana DNA byla podrobena analyze pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). V tomto
ptipadé jsme pouzili vlastni metodu nested PCR pro detekci filarii (gen COX 1), vzniklou
modifikaci Casiraghi et al. (2021), kterad se vyznacuje vyssi citlivosti a specifi¢nosti. V prvnim
kole byly pouzity primery CF F3 (TTCTGTTTTDACTATRCATGG) a CF RS
(GCHACAACATAATAAGTATCATG), (934 bp). Ve druhém kole pak COI int F
(TGATTGGTGGTTTTGGTAA) a COI int R (ATAAGTACGAGTATCAATATC), (689 bp).
Reakéni smés pro prvni kolo o objemu 20 pl obsahovala 10 pl Phusion Green Hot Start I High-
Fidelity PCR Master Mix, 6 ul H2O, 1 pl kazdého z primeri a 2 pl izolované DNA. Podminky
reakce byly nasledujici, 30 s pti 98 °C, nasledovalo 35 cykli 10 s pii 98 °C, 20 s pii 53 °C a 35
s pi1 72 °C. Po 35 opakovanich probihala reakce jesté dalSich 5 min pii 72 °C. Reakéni smés
pro druhé kolo o objemu 20 pl obsahovala 10 pl Phusion Green Hot Start I High-Fidelity PCR
Master Mix, 7 pul H2O, 1 pl obou primert a 1 pl smési z prvniho kola PCR. Podminky reakce
byly nasledujici: 30 s pti 98 °C, nasledovalo 40 cykll 10 s pti 98 °C, 20 s pii 53 °C a 20 s pfi
72 °C a finélni extenze 5 min pii 72 °C.

Pozitivni vzorky byly odhaleny pomoci gelové elektroforézy a nasledné byly tyto vzorky
podrobeny Sangerovu sekvenovani (SeqMe s.r.o., Ceska republika). Ziskané sekvence byly
porovnany s dostupnymi sekvencemi v GenBank pomoci MegaBLAST a editovany za pouZiti
Geneious Prime software (Biomatters Ltd., New Zealand).

Vysledky

V ramci studie jsme otestovali cekem 262 vzorkl krve a 564 vzorkil ektoparazitli z riznych
druhti netopyra z 6 zemi. V Bulharsku bylo odebrano a testovano 184, v Arménii 38 a v Gruzii
bylo 40 vzorkl krve. Celkem byl pozitivni zachyt filarii u 23 vzorki z celkového poctu 262,
coz ¢ini primérnou prevalenci filarii 8,8 % v krvi netopyri. V Bulharsku je tato prevalence 4,9
% (pozitivnich 9 ze 184), v Arménii 23,7 % (pozitivnich 9 z 38) a v Gruzii 12,5 % (pozitivnich
5 ze 40). Filarie v krvi byly zachyceny u druhu Miniopterus schreibersii, Rhinolophus
ferrumequinum, Myotis emarginatus a Myotis blythii. Ektoparazité byli odebrani v Bulharsku
(n=292), Arménii (n=74), Gruzii (n=92), Rusku (n=91), Cesku (n=10) a na Slovensku (n=5).
Celkem se jednd o 564 vzorkl ektoparazith. Vyskyt filarii u odebranych paraziti byl
zaznamenan ve 28 piipadech, a to v Bulharsku (12 pozitivnich, prevalence 4,1 %), Arménii (4
pozitivni, prevalence 5,4 %), Gruzii (8 pozitivnich, prevalence 8,7 %) a Rusku (4 pozitivni,
prevalence 4,4 %) a celkova prevalence filarii v ektoparazitech netopyrt tak ¢ini 5 %. Druhové
zastoupeni pozitivnich ektoparaziti bylo v SirSim spektru, jedna se o Spinturnix psi a myoti,
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Ixodes simplex a vespertilionis, Penicillidia dufouri, Nycteribia latreillei, kolenatii a schmidli,
Eyndhovenia euryalis, Steatonyssus spinosus a Phthiridium biarticulatum. Tyto pozitivni
vzorky ektoparaziti byly odebrany u druhu Miniopterus schreibersii, Rhinolophus
ferrumequinum, Myotis myotis, Myotis capaccinii, Rhinolophus hipposideros a Vespertilio
murinus. Sekvenaci byly ureny druhy filarii rodu Litomosa sp., novy druh ptibuzny Litomosa
chiropterorum, a dva nové druhy patfici do nového blize neurCeného rodu celedi
Onchocercidae. Pozitivni vzorek krve i ektoparazita u jednoho jedince byl zaznamendm pouze
v jednom piipad¢ v Bulharsku a ve tfech pfipadech v Arménii, kdy parové vzorky potvrdily
stejny druh filarie, jak v krvi netopyra, tak v jejich ektoparazitech.

V této studii jsme se zaméftili na deteketi filaridlni infekce u netopyrt a jejich ektoparazitt, jako
na jednu z dulezitych ale jen zdanlivé prozkoumanych oblasti v rdmci infekéni zatéze netopyru.
Celkova prevalence filarii v krvi netopyri €ini 8,8 % a v jejich ektoparazitech 5 %. Detekovany
byly filarie rodu Litomosa sp., Onchocercidae sp. ale také nové druhy piibuzné Litomosa
chiropterorum, Breinlia sp. a nas$i Onchocercidae sp.
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Summary

The yellow-necked mouse (Apodemus flavicollis) and the wood mouse (Apodemus sylvaticus) each
occupy their own ecological niches and play different roles as reservoirs of zoonotic diseases. However,
because these two species are morphologically very similar, it is often difficult to distinguish between
them, especially in areas where their ranges overlap. For this reason, the aim of this study was to
compare the effectiveness of morphological and molecular methods for identifying of animals belonging
to the genus Apodemus. AP-CR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction) is a molecular
technique that uses random primers to create unique DNA fingerprints for each species. This method
has recently been optimized to distinguish between Apodemus species. In the initial assessment of 210
animals using morphological traits, 145 individuals (69 %) were identified as A. sylvaticus and 65 (31
%) as A. flavicollis. In contrast, AP-PCR analysis classified 157 animals (75 %) as A. flavicollis and 53
(25 %) as A. sylvaticus. Both identification methods agreed in 112 cases (53 %), while there was a
discrepancy in 98 cases (47 %). Specifically, morphological analysis identified 95 animals as A.
sylvaticus, but AP-PCR classified them as A. flavicollis, and 3 animals identified morphologically as A.
Sflavicollis were classified as A. sylvaticus by AP-PCR. Samples of both Apodemus species (n=21),
mainly those where the morphological and AP-PCR results differed, were sent for sequencing. The
sequencing results confirmed the findings of the AP-PCR analysis in all samples. These results highlight
the limitations of morphological identification and demonstrate that AP-PCR is a cost-effective and
reliable tool for ecological and epidemiological research and shows strong potential as a method for
identifying Apodemus species.

Keywords: yellow-necked mouse; wood mouse; species misclassification; molecular methods

Introduction

The yellow-necked mouse (Apodemus flavicollis) and the wood mouse (Apodemus sylvaticus)
are ecologically distinct reservoirs of different zoonotic diseases, but they share morphological
features that make reliable identification difficult. A. sylvaticus, which is a main reservoir for
tick-borne pathogens such as Borrelia burgdorferi s.l., prefers fragmented habitats, while A.
flavicollis is usually found in dense forests where the prevalence of these pathogens is lower
(Hanincova et al., 2003). Distinguishing between these species is based on appearance using
subtle characteristics like body size, tail length, and the presence of a yellow collar around the
neck. However, these traits can vary with environmental conditions and depend on observer
experience (Bar¢iova & Macholan, 2009). Incorrect identification of animal species can alter
results of monitoring studies, so there is a need for reliable genetic tool. The aim of this study
was to assess the effectiveness of AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction) for
distinguishing of two species of genus Apodemus and compare it with the traditional
morphological identification.

Materials and methods

For this study, 210 animals of the genus Apodemus were used. The animals were caught by snap
traps in various habitats near Sokolov, Czech Republic in 2024. The animals were identified by
experienced scientists as either 4. sylvaticus or A. flavicollis based on their morphological
features, such as body weight, body length, tail length, hind foot length, ear length, and dental
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characteristics. Typically, A. flavicollis has a yellow collar around the neck, and compared to 4.
sylvaticus, they have a longer tail (average 103 mm versus 89 mm), and a larger body size
(average 28.4 g versus 23.5 g), although these characteristics can overlap where both species
live together (Michaux et al., 2001). After identification, the animals were dissected and various
tissues were collected for further analysis. To distinguish between 4. sylvaticus and A.
flavicollis at the molecular level, AP-PCR was performed and optimized using the ESS primer
(5-TAAATGGGACAGGTAGGACC-3), which targets Exon 8 (Bugarski-Stanojevic et al.,
2013). DNA was extracted from kidney tissues using the DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. To reduce non-
specific primer binding, all reaction mixtures were prepared on ice pads to keep the temperature
low, because keeping the primers at room temperature for longer time, can lead to non-specific
binding, even if the reaction speed is reduced (Williams et al., 1990). The PCR reaction mixture
(16 pL) consisted of 8 uL Master Mix, 3 pL primer, and 5 pL isolated DNA. In case of positive
controls for both species, samples confirmed by sequencing were used; in negative controls
PCR-grade water was used instead of DNA. The PCR program started with an initial
denaturation at 94.4 °C for 5 min, followed by 47 cycles of denaturation (94.4 °C, 30 sec),
annealing (49 °C, 1 min 15 sec), and extension (72 °C, 1 min 15 sec), with a final extension at
72 °C for 5 min. PCR products were analyzed on a 1.7% agarose gel at 120 V for 30 min.
Specific patterns were observed for 4. sylvaticus (three bands) and for A4. flavicollis (four bands)
with the following most distinguishable bands 240 bp for A. sylvaticus and 968 bp for
A. flavicollis. The sizes of the PCR products were estimated by using a 50 bp DNA ladder before
it would be precisely set by sequencing. So far, efforts to sequence individual bands have been
unsuccessful. Therefore, till now, the sizes of bands are based on the results from study of
Reutter et al. (2003). Positive controls and some chosen samples (n=21) in which there was a
difference between morphological and AP-PCR determination were sent for Sanger sequencing.
PCR for sequencing was performed according to the Reutter et al. (2003) with using primers
amplifying cytochrome b gene, specific for the genus Apodemus, with primers CB-AF (5'-
ATCAGACACAATAACAGCATT-3") and CB-AR2 (5-GTTCTACTGGTTGACCTC-3")
amplifying an 866 bp fragment.

Results and discussion

Samples of genus Apodemus, used in this study, came from animals that were identified based
on the morphological traits (body weight, body length, tail length, paw length and ear length)
as A. sylvaticus (69 %, 145/210) and 4. flavicollis (31 %, 65/210). The molecular method (AP-
PCR), that was optimized at our department, showed more 4. flavicollis (75 %, 157/210) than
A. sylvaticus (25 %, 53/210) (Tab. 1). There was agreement in both methods in 53 % (112/210)
of animals, but there was a discrepancy in both methods in 47 % (98/210) of animals. Of those,
95 animals morphologically identified as A. sylvaticus were identified by AP-PCR as A.
flavicollis, on the other hand, 3 animals identified morphologically as A. flavicollis were
identified by AP-PCR as 4. sylvaticus.

Table 1: Identification of 210 Apodemus species using morphological determination and
Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR)

Species Morphology AP-PCR
Apodemus flavicollis 65 (31%) 157 (75%)
Apodemus sylvaticus 145 (69%) 53 (25%)

Results from sequencing were compared with sequences in the National Library of Medicine,
which confirmed the species determined by AP-PCR. Reutter et al. (1999) wrote that the
misidentification of species with using morphological features may probably come from
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environmental variation of animals (for example, nutrient availability can change body size by
up to 18 %) or from observer bias, since the differences between the researchers' measurements
were as much as 12 % when measuring the same tail length. Additionally, Michaux (2002)
noted that juvenile 4. flavicollis (n=41) lacked yellow collars in 87 % of cases, which makes
identification of species by appearance even more difficult. Also, environmental factors, such
as living in different altitudes can influence body sizes (smaller body size at higher altitude),
and thus making the species identification more complicated and resulting in false species
identification. All these things underline the importance of using molecular methods in
ecological and epidemiological studies to allow clear differentiation between A. sylvaticus and
A. flavicollis.

Conclusion

Findings from this study highlight that identifying 4. sylvaticus based on physical traits is
unreliable, especially in areas where their habitats overlap with A. flavicollis. Without genetic
confirmation distinguishing between both Apodemus species, the research can lead to bias,
particularly in studies focusing on risks of spreading infections. Successful implementation of
molecular method AP-PCR in laboratory underscores its potential as a precise tool for
taxonomic studies to obtain accurate results without waiting for expensive sequencing. The AP-
PCR method is currently optimized to distinguish three (Apodemus sylvaticus, Apodemus
Sflavicollis, Apodemus agrarius) of four Apodemus spp. species present in the Czech Republic.
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Summar

This study investigates 41 confirmed collisions of red kites (Milvus milvus) with wind turbines across
Europe using GPS telemetry data from 2,943 tagged birds. Collisions occur throughout the year, with
the highest mean daily rates during migration. Bayesian models showed that rotor clearance and rotor
diameter significantly affect collision probability. Other factors like weather and turbine density were
not significant predictors. The findings support turbine planning that considers bird flight behaviour
and seasonal movement, aligning with recent model predictions on raptor-turbine interactions.

Keywords: GPS telemetry; wind energy; collision risk; raptors; red kite

Introduction

Wind turbines play an important role in the global movement towards renewable energy,
reducing greenhouse gas emissions and mitigating the effects of rapidly occurring climate
changes. In Europe, many wind farms are currently operating and more are demanded for the
near future (Wind Energy Council, 2022). Such growth in wind energy infrastructure has raised
concerns about its environmental impact, particularly in regard to collisions with wildlife
(Smallwood, 2013). Birds are particularly vulnerable to collisions with wind turbines
(Smallwood et al., 2007). Specifically, large broad-winged species of birds (such as accipiters,
vultures, and storks) in soaring flight frequently harvest the same wind conditions (thermals
and orographic wind currents) that render certain areas optimal for wind farms, thereby
spawning conflicts between raptors and turbines. (Sandhu et al., 2022). Several studies have
examined bird interactions with wind turbines, using methods like carcass searches and GPS
telemetry to assess collision risks (Vignali et al., 2022). However, gaps remain, as data recorded
during collisions under real-life circumstances is lacking, complicating mitigation efforts
(Aschwanden et al., 2024). Our study aims to investigate the effect of wind turbine
characteristics and weather behind collisions with turbines by providing detailed descriptions
of 41 recorded collision events of red kites, using data obtained from Global Positioning
Systems (GPS) satellite telemetry.

Materials and Methods

We analyzed GPS-GSM telemetry data from 41 red kites that collided with turbines, drawn
from a larger dataset of 2,943 tagged individuals across Europe. Locations were standardized
to 1-hour intervals using R packages and resampling routines (Signer et al., 2019). Bayesian
GLMMs were constructed in R using brms (Biirkner, 2018), with random intercepts for bird ID
and wind park to account for repeated measures. Weather data from ECMWF ERA5 were
linked to GPS data using the Movebank annotation tool (Dodge et al., 2013).

Results

We analyzed wind turbine collisions involving 41 red kites tagged with GPS-GSM telemetry
transmitters. Most collisions (78 %) occurred in Germany, Spain, and Austria. Although most
collisions occurred during the summer and winter periods, the highest mean number of
collisions per day were observed during spring and autumn migration periods. Specifically, the
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mean number of collisions was 0.12 collisions per day in summer, 0.07 in winter, 0.28 for the
spring migration, and 0.21 for autumn migration. Our Bayesian model revealed strong effects
of rotor clearance and rotor diameter on the relative collision probability of the studied birds.
Rotor clearance had a negative effect on collision probability, indicating that collisions
happened to wind turbines with less clearance. Similarly, the rotor diameter was an important
predictor of collisions, with larger rotors increasing the likelihood of collisions (Figure 1). The
number of wind turbines within a 500 m radius, cloud cover, wind speed, and precipitation
showed weak effect, compared to rotor diameter and clearance, with high uncertainty as their
95% credible interval included zero. The random effect estimate for wind park was larger
(estimate = 1.52) than the random effect estimates for individuals, suggesting that collisions
were more influenced by wind park differences than individual bird differences.
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Figure 1 Left: Posterior distributions of the scaled fixed effects in the model, showing the
estimated effects of each predictor on collision probability. The density plots represent the
uncertainty around the parameter estimates, with values centered around zero indicating weak
or no effect. Right: Effect plots for significant variables, illustrating the relationship between
rotor clearance (top) and rotor diameter (bottom) with the probability of collision. Shaded areas
represent 95% credible intervals.

Discussion

Our results show clear associations between wind turbine characteristics and relative collision
probability in the studied red kites. We found strong support that rotor clearance influences the
relative collision probability. Turbines with greater clearance exhibited a lower probability of
collision, likely due to reduced overlap with red kite flight paths, which generally occur at
altitudes between 5 and 60 m (Pfeiffer & Meyburg, 2022). This aligns with findings that species
flying predominantly at lower altitudes, such as red kites, benefit from higher rotor clearance
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(Schaub et al., 2024). Our results reinforce the importance of designing turbines to minimize
overlap with bird flight paths to reduce collision risk. However, while higher rotor clearance is
beneficial for many species, its effectiveness depends on species-specific flight behaviours,
which vary across regions and migratory pathways (Schaub et al., 2024). Regarding rotor
diameter, our Bayesian model provides strong support for an association between larger rotor
diameters and increased collision probability. Larger turbines, with diameters up to 160 meters,
expand the volume of airspace affected by rotor blades, increasing the challenge for birds to
avoid them. However, larger turbines have also been shown to reduce the overall number of
turbines required for the same energy output, potentially mitigating collision risk by decreasing
turbine density and increasing rotor clearance (Therkildsen et al., 2021). Based on our model,
theoretically, a 25.5-meter increase in rotor diameter (equivalent to one standard deviation in
our dataset) is associated with a 5-fold increase in the odds of a collision. To offset this elevated
risk through turbine design, rotor clearance would need to increase by approximately 19.3
meters. Achieving the same risk reduction through turbine density alone would require the
removal of nearly nine turbines within a 500-meter radius—a magnitude well beyond the
observed density in our data (mean = 3.3 turbines per 500 meters). This further supports the
idea that combining larger rotor diameters with increased turbine clearance could help balance
collision risk reduction with energy optimization. Nevertheless, while this trade-off suggests
that careful wind farm planning helps minimize risks, the cumulative impact of wind energy on
bird populations remains a central conservation concern. Therefore, effective mitigation
strategies should not only focus on turbine design but also establish population-level impact
thresholds and optimize wind farm configurations accordingly.
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Summary

Escherichia coli ST744 is a globally distributed, high-risk zoonotic lineage associated with
extraintestinal infections and antimicrobial resistance. This study aimed to investigate the genetic and
phenotypic characteristics of ST744 that may contribute to its dissemination and persistence in diverse
environments. Phylogenetic analysis revealed two major clusters of this lineage, from which selected
strains were characterised phenotypically in detail under optimal and stress conditions. Resistance
genes for at least three classes of antibiotics were present in 96% of the strains, and genes for resistance
to mercury and disinfectants were also identified. Comparative genomics revealed a variable stretch
with the betU gene (possible role in osmoprotection), absent in MG1655, and cold-shock proteins.
Growth curves showed that betU does not affect growth under osmotic stress, while cold-shock proteins
appear to promote growth at low temperatures. The results suggest that ST744 has the potential for
adaptation.

Keywords: EXPEC; Escherichia coli ST744; multiresistance; metabolism genes, fitness

Uvod

Extraintestinalne patogénne kmene Escherichia coli (EXxPEC) st pdvodcami zavaznych
infekcii, ako st meningitidy ¢i bakterémie. Medzi ne patri aj celosvetovo rozsireny sekvencny
typ (ST) 744, spojeny s multirezistenciou. Jeho ¢asty vyskyt v r6znych prostrediach — klinicky
materidl, odpadové vody, volne Zijuce vtaky — naznacuje vysoky adaptacny potencial
(Abraham et al., 2015; Cwiek et al., 2021). Preliminarne genémové analyzy odhalili
metabolické gény, ktoré moézu ovplyviiovat biologicku zdatnost’ (fitness), no chybaju
systematické Studie ich vplyvu. V rdmci projektu sme sa zamerali na preskiimanie vplyvu génov
pre metabolizmus na fitness tohto kmena v roznych podmienkach.

Material a metody

Prebehla fylogenetickd analyza celogendmovych sekvenacénych dat stiboru 913 izolatov. V
genomoch boli identifikované relevantné genetické markery. Analyzy boli realizované
pomocou softvéru Geneious 9.0.5 a d’alSich nastrojov, ako su pMLST 1.4, PHASTER, ISfinder
¢i BRIG v0.95. Komparativna analyza s kmefiom MG1655 bola uskuto¢nena pomocou dvoch
izolatov sekvenovanych technoldgiou dlhych citani. Celogendémova DNA bola izolovana
pomocou supravy Genfind V3 (Beckman Coulter, USA), pripravend rapid barcoding kitom
(SQK-RBK004) a sekvenovana na flow cell FLO-MIN106 pocas 48 hodin. Vystupné data boli
spracované¢ pomocou hybridnej zostavy (Unicycler, Flye) na rekonStrukciu chromozomu a
plazmidov. Za tcelom analyzy vztahu génov pre metabolizmus s celkovym fitness baktérie,
bolo pre tento projekt na zaklade génov pre metabolizmus vybranych 30 kmenov E. coli.
Prevazovali kmene ST744 (n=23) doplnené¢ o ST57, ST69, ST93, ST131, ST155, ST354 a
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ST457. Pochadzali z klinickych vzoriek, odpadovych vdd, hydiny a volne zijuceho vtactva. U
izolatov bola stanovend minimalna inhibi¢nd koncentracia (MIC) pomocou komercne
dostupnych suprav MIC GN1 a GN2 (96-jamkové mikrotitraéné platni¢ky s koncentraénym
gradientom antibiotik) a vysledky boli interpretované podla kritérii EUCAST. Na zaklade
porovnania fenotypovych vysledkov s genomickymi datami bolo vybranych 15 kmenov (E. coli
ST744,n=12; ST69, ST155 a ST354), ktoré boli kultivované na LB agare pri 37 °C, prenesené
do tekutého LB média a po 18-hodinovej inkubacii za trepania (200 RPM) nariedené (1:100)
do 96-jamkovych mikrotitra¢nych platnic¢iek. Rast bol monitorovany pristrojom Synergy HT
Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, USA) v 15-minttovych intervaloch pocas 24 hodin.
Sledovany bol vplyv roznej teploty (25 °C, 37 °C a 42 °C) v suvislosti s pritomnostou cold-
shock proteinov, ako aj uc¢inok génu betU, kodujiuceho transportér pre osmoprotektivny glycin
betain, v troch osmotickych podmienkach (2,5 % NaCl, 2,5 % NaCl s 150 uM betainom a bez
aditiv). Biologicka zdatnost’ bola hodnotena na zaklade rychlosti rastu (Vmax) a dizky lag fazy
(Lagtime).

Vysledky

Subor E. coli ST744 pochadzal z 51 krajin a réznych zdrojov (potravinové zvierata, jedlo,
clovek, prostredie, vol'ne Zijice zvieratd). Fylogeneticka analyza rozdelila izolaty podla
sérotypu do troch hlavnych vetiev. Dominovali sérotypy H9:0101 (56 %) a H10:0101 (41 %),
zatial' o H25:0101 predstavoval minoritnt skupinu. Izolaty niesli klinicky vyznamné gény
rezistencie, prendSané plazmidmi, a to voci cefalosporinom, fluorochinolénom, karbapenémom
a kolistinu. VSetky d’alej analyzované kmene (n=30) vykazovali multirezistentny fenotyp a boli
rezistentné voci minimalne Styrom skupindm antibiotik. NajcastejSie bola zaznamenana
rezistencia voci tetracyklinom (tigecyklin) a fluorochinolénom (ciprofloxacin), obe s vyskytom
100 %. Nasledovala rezistencia voci nechranenym penicilinom, ampicilin a piperacilin, 96 %.
Pri cefuroxime (2. generacia cefalosporinov) iSlo o 36 % izolatov, zatial’ ¢o na cefepim (4.
generacia) zostali takmer vSetky kmene citlivé. Rezistencia voci karbapenémom sa vyskytovala
len ojedinele.

Komparativna genomika odhalila pritomnost’ $pecifickej variabilnej oblasti v genome E. coli
ST744, absentujucej u referencného kmena MG1655, obsahujicu gény rezistencie voci
antibiotikdm, ortuti a kvartérnym amoniovym zlu¢eninam. Tato oblast’ zahrnala aj gén betU
(kédujuci transportér pre osmoprotektivny glycin betain), ako aj gény pre cold-shock proteiny.

Rychlost rastu v rozdielnych teplotach Lagtime v rozdielnych teplotach
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Obrazok 1: Vplyv teploty na kmene obsahujuce cold-shock proteiny. A - Vplyv teploty na
Vmax, B - Vplyv teploty na Lagtime.
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Rastové krivky ukazali, ze cold-shock proteiny pravdepodobne pozitivne ovplyviuju rast pri
25 °C — parametre boli porovnatel'né s rastom pri 37 °C. Pri 42 °C boli hodnoty vyrazne odlisné
(Obrazok 1). Napriek pritomnosti betU sa parametre rastu kmenov pocas podmienok
osmotického stresu vyrazne nezmenili, ¢o naznacuje, jeho nizky vplyv v pouzitych
experimentalnych podmienkach.

Diskuse

Nasa S$tudia potvrdzuje, ze Escherichia coli ST744 je multirezistentny klon s vyraznou
ekologickou flexibilitou, ¢o zodpoveda predchadzajicim poznatkom o EXPEC (Manges et al.,
2019). Pritomnost’ génov rezistencie voci antibiotikam, ortuti a dezinfekénym latkam naznacuje
adaptaciu na antropogénne prostredie. Rastové experimenty ukazali, ze cold-shock proteiny
podporuju rast pri suboptimalnych teplotach, co moéze napomahat’ prezitiu mimo hostitel’a. Tato
schopnost’ je vyznamna najmd v kontexte environmentalneho kolobehu ExXPEC, kde sa
predpokladd ich prenos medzi zvieratami, lovekom a vodnym prostredim. Naproti tomu sa gén
betU za testovanych podmienok neprejavil ako vyznamny faktor rastovej vyhody pri
osmotickom strese, ¢o moze suvisiet s uroviiou expresie alebo kompenzéiciou inymi
mechanizmami. Tieto vysledky podporuju hypotézu, ze ST744 je adaptabilny klon schopny
$irenia naprie¢ ekosystémami. Dal§i vyskum by sa mal zamerat’ na funkén@i charakterizaciu
d’al$ich génov ovplyviujucich ekologicku plasticitu.

Zavér

Nasa $tadia prindSa nové poznatky o faktoroch ovplyvitujacich biologicku zdatnost’ kmeniov E.
coli ST744, vyznamného extraintestinalneho patogénu s multirezistentnym profilom. Vysledky
naznacujl, Ze génova vybava prispieva k rastu aj pri suboptimalnych teplotach. Naopak,
pritomnost’ génu betU kodujuceho transportér pre osmoprotektivny glycin betain sa v
testovanych podmienkach neprejavila ako signifikantny determinant fitness pri osmotickom
strese. Tieto zistenia prispievaju k pochopeniu ekologickej a patogénnej flexibility ST744 a
poukazujii na potrebu d’alSej funkénej analyzy klai¢ovych génov podporujucich preZivanie a
Sirenie multirezistentnych kmenov v r6znych prostrediach.
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Summary

With a total of 382 described species, Myrsidea Waterston, 1915 represents the most diverse genus of
avian chewing lice. Myrsidea has a global distribution, is thought to be highly host-specific, and
parasitizes mostly passerine birds (366 species on a total of 488 passeriform host species from 57
families). The remaining 16 species of Myrsidea parasitize 13 species of toucans (Ramphastidae) and 3
species of hummingbirds (Trochilidae). In general, species of Myrsidea are highly host-specific, with
78% of Myrsidea species restricted to a single host species; others occur on 2-11 closely related species.
The only extreme case of a generalist Myrsidea seems to be the M. quadrifasciata species complex,
which has been reported from 35 hosts species belonging to 8 passerine families. Synoxenic distribution
of Myrsidea, i.e., the presence of more than one Myrsidea species on the same host species, has been
reported for 58 bird species, with 43 host species are known to harbor only 2 Myrsidea species, while
the other 13 host species harbor 3-9 Myrsidea species. Based on the type of genital sac sclerite we
divided Myrsidea species into 63 morphotype groups. The highest diversity of morphotype groups was
found in Indomalaya, where Myrsidea belonging to 37 (58%, n = 63) morphotype groups occur. A total
of 39 (62%) morphotype groups are found in only one biogeographic region. On the other hand, 3
morphotype groups - rustica, thoracica, and quadrifasciata - have cosmopolitan distributions.

Keywords: birds; morphology; taxonomy

Uvod

Rod Myrsidea Waterston, 1915 (Phthiraptera: Menoponidae) ma celosvétové rozsiteni, a je to
jeden z druhové nejpocetnéjsich rodi vsenek (Price et al., 2003; Sychra et al., 2021). Vice nez
95 % druhi z tohoto rodu parazituje u ptakl z fadu pévci (Price et al., 2003), ktery je zaroven
nejvetsim fadem ptaki, kdy celkova diverzita zahrnuje okolo 2/3 vSech druhli. Zaroven se
predpoklada, ze celkova diverzita rodu Myrsidea ¢ita az okolo tisicti nepopsanych druhti (Valim
and Weckstein, 2013). Pravé tato rozmanitost predstavuje jedinecnou pfilezitost k popisu
novych druht, rozsifit jiz existujici srovnavaci material, zaroven také moznost aplikovat
moderni genetické metody, naptiklad celogenomové sekvenovani (Johnson, 2022) a poskytnout
tak komplexni data ve vyzkumu v§enek rodu Myrsidea.

Material a metody

Tato studie se zaméfuje na piehled rodu Myrsidea, kdy byl vytvofen seznam, ktery obsahuje
vycet taxonu a hostitelskych vazeb s komplexnim souborem dat ze vSech dosud dostupnych
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publikaci doplnénych o dalsi informace ziskanych studiem dostupnych preparati. Jedna se
o udaje z celkem 301 publikaci. Ve vysledném piehledu byly hodnoceny zejména vSenko-
hostitelské vazby, ptaci hostitelé (druhy i poddruhy), biogeografické oblasti a lokality vyskytu,
odkud byly druhy rodu Myrsidea hlaseny. Pro seskupeni druht s podobnymi morfologickymi
znaky byly vytvoteny tzv. druhové skupiny, ,,morphotype group* (Clay, 1966; Klockenhoff,
1984; Sychra et al., 2021). Jako sjednocujici znak téchto druhovych skupin byl urcen typ
samciho genitalniho skleritu a na zdkladé tohoto rozdé€leni bylo vytvofeno 63 druhovych
skupin. Pro zpracovani dat byly vyuzity programy Gephi a ArcGIS, kdy pro celkovou
vizualizaci byly vytvoieny obrazky.

Vysledky

Celkem bylo zaznamenano 382 druhi rodu Myrsidea, pti¢emz od posledniho checklistu (Price
et al., 2003) bylo primérné popsano 9 novych druhti kazdy rok. Bylo zjisténo, ze 366 druht se
vyskytuje na celkem 488 hostitelskych druzich péveii z 57 Celedi. Zbyvajicich 16 druha
Myrsidea parazituje na nepévcich z dalsich 2 ¢eledi - 13 druhi na 13 druzich tukant z ¢eledi
Ramphastidae a 3 druhy na 3 kolibficich z ¢eledi Trochilidae. Obecné jsou druhy rodu Myrsidea
vysoce hostitelsky specifické, pricemz 78 % druhil je omezeno pouze na jeden druh hostitele,
coz zaroven celkovy piehled této studie potvrdil. VéEtSina zbyvajicich druhii (17,8 %) se
vyskytuje na 2-3 blizce ptibuznych hostitelskych druzich a nékolik druhti (2,4 %) se vyskytuje
na 4-5 ruznych hostitelskych druzich ze stejné hostitelské ¢eledi. Pouze 7 druhti rodu Myrsidea
(1,8 %) bylo zaznamenano na vice nez 5 druzich hostiteld: M. fuscomarginata a M. dissimilis
(6 hostitelskych druht), M. ochracei (7), M. rustica (8), M. psittaci (10) a M. thoracica (11).
Naopak extrémnim piikladem generalisty se ukazal druh M. quadrifasciata, ktery byl
zaznamenan u celkem 35 druht hostitelskych druhti z celkem 8 celedi pévci.

V rdmci poznatkli uvedenych v piehledu byl v programu Gephi vytvoien obrazek, ktery dava
do souvislosti jednotlivé morfotypy v zavislosti na jejich hostitelskych druzich rozdélenych do
jednotlivych celedi pévcet. S vyuzitim stejného programu byl vytvotren obrazek, ktery dava do
souvislosti jednotlivé morfotypy v zavislosti na jejich geografickém rozsiteni (6 geografickych
oblasti).

Nejrozmanitéjsi oblasti s ohledem na morfotypové skupiny definované genitalnim skleritem je
Indomalajska oblast zastoupena celkem 37 morfotypovymi skupinami (58 %, n = 63).
Nasledované Australasii s vyskytem 20 morfotypovych skupin (31 %), Neotropickou oblasti
s 19 skupinami (30 %), Afrotropickou oblasti s 18 skupinami (29 %), Palearktem s 12
skupinami (19 %, n = 63) a Nearktickou oblasti s 10 skupinami (16 %). Celkem 39 (62 %)
morfotypovych skupin se vyskytuje minimalné v jedné geografické oblasti. Na druhou stranu
3 morfotypové skupiny — rustica, thoracica, a quadrifasciata — maji kosmopolitni rozsifeni.
Déle prosttednictvim programu ArcGIS byla vytvorena mapa reprezentujici pocty publikaci
zahrnujici vSenky rodu Myrsidea publikovanych v jednotlivych zemich svéta. Pficemz
lokalitami s nejvice publikacemi — USA, Brazilie, Jihoafricka republika, se stiednim az vysSim
poctem publikaci — Argentina, Indie, Jizni Korea, Thajsko, se sttednim poctem — Cina, Rusko,
Austrélie, nékteré evropské zemé, nizky a Zadny pocet se tykal hlavné vétSiny zemi Afriky,
Arabského poloostrova, Stfedni Asie a n¢kterych evropskych statu.

Diskuse

Souhrnny piehled prezentovany v této studii dokladd mimotadnou diverzitu vSenek rodu
Myrsidea parazitujicich na pévcich. Z dostupnych dat je zfejmé, ze znacna ¢ast této druhové
rozmanitosti zistdva dosud nezdokumentovana. Pravé uceleny piehled umoziuje nejen
informace o aktualnim stavu pozndni, ale i identifikaci geografickych a taxonomickych mezer,
které¢ by mohly byt prioritou budouciho vyzkumu.
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Zaznamenanim lokalit sbéru a pfitazenim publikovanych druhii k jednotlivym oblastem jsme
byli schopni vytvoftit obraz prostorového rozlozeni dosavadniho vyzkumu. Z analyzy vyplyva,
ze tada regiont je bud’ zcela neprobddana, nebo zde existuje jen minimalni dokumentace —
piikladem mohou byt zemé jako Kuba, Pobiezi slonoviny ¢i Kazachstan. Tyto oblasti pfitom
¢asto vykazuji vysokou diverzitu ptakil, coz naznacuje znaény nevyuzity potencidl pro objev
novych druhti v§enek. Naopak, regiony s dlouhodobou vyzkumnou aktivitou, jako je naptiklad
Brazilie, ptedstavuji vyjimku. Pfesto vSak i zde existuje vysoky odhadovany pocet dosud
nepopsanych druhii (Valim and Weckstein, 2013), ktery mtze ptfesahovat 900 druhti pouze
v ramci tohoto uzemi.

Piikladem morfotypt s hostitelskou specifitou mohou byt druhové skupiny aegithali a jedinym
druhem M. aegithali vyskytujici se pouze u dvou druhti mlynatiki ¢eledi Aegithalidae a flavida
sjedingm druhem M. flavida vyskytujicim se pouze u jednoho druhu lobose celedi
Eurylaimidae. Naopak morfotyp franciscoloi muze byt piikladem druhové skupiny s vétsim
poctem hostitelskych skupin, pticemz ale typovy druh, M. franciscoloi, se opét vyskytuje pouze
na dvou hostitelich z ¢eledi Cinclidae.

Zavér

Ptehled, ktery mél v ramci této studie moznost vzniknout ukazuje, jak diverzni pravé vsenky
rodu Myrsidea jsou. Je jasné, Zze znaCna cCast druhové rozmanitosti dosud stale nebyla
zachycena. Zaroven do budoucna muze dat prostor pro praci zaméfenou na morfologii
jednotlivych druhd, moznost popisu novych druhii, sbéru dal§iho srovnavaciho materialu, nebo
vyzkum v oblastech, kde neni zaznamenana zadna studie zabyvajici se hostitelskymi vazbami
vsenek a ptaki a rozsiftit tak celkové dosavadni znalosti o vSenkach rodu Myrsidea.

Podékovani
Studie byla finan¢né podpotena projektem ITA VETUNI (projekt ¢. 2025ITA23).
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Rozdily v Zivotnich strategiich: luptousi versus pérovky

Understanding the life history characteristics of bird lice: Amblycera
versus Ischnocera
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Summary

Bird lice are permanent ectoparasites, adapted to living on their host and they face limited survival
abilities and food availability off the host body. The objective of this study was to evaluate survival rates
and food preference of two different group of lice — Amblycera and Ischnocera. The samples for study
survivorship rates were collected during field research in the Anchicayad region, Buenaventura, Valle
del Cauca, Colombia, in 2019. The results show that fast-moving lice from the suborder Amblycera have
a shorter survival time outside their host compared to lice from the suborder Ischnocera. To assess
feeding preferences, a total of 4,587 lice samples from the collection of Dr. Frantisek Balat were
analyzed, comprising 1,418 amblyceran lice and 3,169 ischnoceran lice. Blood was detected in 36% of
the Amblycera cases, comprising 43 species from 14 genera within the families Menoponidae and
Ricinidae. The presence of blood in the digestive tract of lice from individual genera varied significantly,
ranging from 4% to 100%. Genera such as Hohorstiella and Machaerilaemus showed exclusive blood
presence in their diet. In ten other genera a combination of blood and feather-based diets was observed.
The finding that lice are increasingly feeding on blood raises new questions about the potential
transmission of blood parasites and the diversity of endosymbiotic bacteria.

Keywords: diet; ecology; ectoparasites; environment; survival

Uvod

VSenky jsou obligatni ektoparazité ptakd s riznymi Zivotnimi strategiemi a mnohé jsou vysoce
hostitelsky specifické (Price et al., 2003). Jsou vynikajicim modelovym organismem pro
studium ekologické specializace a koevolu¢nich mechanismt mezi hostiteli a jejich parazity.
Hlavnim zajmem vyzkumnik v poslednich letech se Casto tykaji diverzity a hostitelské
specifity vSenek (Clayton et al., 2015; Price et al., 2003), ale tidaje o pfeziti vSenek a jejich
toleranci vaci prostfedi jsou bohuZzel relativné vzacné. Cilem této studie bylo porovnat
schopnost piezivani v§enek mimo hostitele a rozdily v potravni preferenci mezi dvéma podiady
— luptousi (Amblycera) a pétovky (Ischnocera). Prestoze jsou morfologické a fylogenetické
rozdily téchto dvou podiadi dobife zndmé, odliSnosti v jejich ekologii a Zivotnich
charakteristikach jsou stdle malo prozkoumany.

Material a metody

V této studii jsme naptfed zkoumali schopnost pfeziti vSenek po oddéleni od hostitele v
pfitomnosti a nepfitomnosti pefi. Vzorky byly ziskany béhem terénniho vyzkumu v oblasti
Anchicaya v Kolumbii a doplnény o vzorky z Ceské republiky. Ptaci byli odchyceni pomoci
ornitologickych siti a vSenky sbirany ru¢né nebo pomoci fumiga¢nich komor s chloroformem.
Nasledné byly vSenky pozorovany v polnich laboratofich a ptaci vypusténi do pfirody. Pro
zhodnoceni potravnich preferenci vSenek jsme pouzili dvé dalsi datové sady. Vyuzili jsme
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sbirku trvalych preparatd Dr. FrantiSka Balata, ktera je uloZzena v Moravském zemském muzeu
Vv Brné€. Vétsina vzorki byla sesbirana z voln¢ zijicich ptakt chycenych do ornitologickych siti
na uzemi byvalého Ceskoslovenska v letech 1946-1979. Sbirka je doplnéna originalnimi
rukopisnymi seznamy a poznamkami o typech potravy v zazivacim traktu sebranych vsenek,
aby se predeslo ptfipadnym omylim a dezinterpretacim zptisobenym druhotnym pozitim krve
napft. u zastielenych ptaka. Také jsme pouzili dataset 212 vSenek ze 14 Spackti obecnych
(Sturnus vulgaris), kteti byli odchyceni pomoci ornitologickych siti v Ceské republice v roce
2023. Dohromady jsme vizualné pod mikroskopem vyhodnotili typ potravy (pefi, krev, nebo
oboji) u celkem 4375 vSenek, z nichz bylo 1212 luptoust a 3163 pétovek. Ziskana data byla
statisticky vyhodnocena v programu R.

Vysledky

Z analyzy schopnosti pieziti jsme zjistili, ze péfovky pfezivaly mimo hostitele vyznamné déle
nez luptousi (p < 0,01). Pti nasledné suplementaci pefi se prodlouzila primérna doba pieziti u
pétovek (z 1,7 na 2,6 dne) a maximalni doba preziti se zvysila vice nez dvojnasobné (z 3,5 dne
na 8 dni), zatimco u luptouSti nebyl zaznamenéan vyrazny efekt. Celkova aktivita luptoust
rapidné klesala s del§i dobou stravenou mimo hostitele, pérovky byly potad stejné aktivni,
pokud méli pfisun potravy (peti). Nebyly zjistény zddné vyznamné rozdily v dob¢ preziti mezi
riznymi druhy luptoust (p > 0,05). Pfi analyze potravni preference jsme zaznamenali krev v
travicim traktu celkem u 36 % luptousti a hned u nékolika rodii byla zjiSténa pfitomnost krve
poprvé, zatimco u péfovek bylo nalezeno pouze pefi. V piipadé deseti roda — Amyrsidea,
Austromenopon, Ciconiphilus, Colpocephalum, Kurodaia, Menacanthus, Meromenopon,
Myrsidea, Pseudomenopon a Ricinus — byla pozorovana jak krev, tak pefi. Zjistili jsme také
rozdily v konzumaci krve mezi samci a samicemi (23 % vs. 39 %) a mezi dosp€lci a nymfami
(33 % vs. 44 %).
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Obrazek 1: Porovnani doby pieziti v§enek u dvou pozorovanych skupin — luptoust (Amblycera)
a péfovek (Ischnocera): (a) s ptidavkem pefi, (b) bez pfidavku pefi. *** hladina vyznamnosti
p <0,01.
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Diskuze

Zjisténé rozdily v prezivani souvisi s dietnimi a fyziologickymi strategiemi obou skupin. Vétsi
mobilita luptousi je pravdépodobné spojena s vys$s§imi metabolickymi naroky a nutnosti pfijmu
nutricné bohatsi potravy (krve), coz snizuje jejich Sanci na pieziti mimo hostitele. Pérovky,
které se zivi pfevazné petim, jsou méné mobilni, maji pravdépodobné nizs§i metabolismus a jsou
tak schopny piezit delsi dobu. Potvrdili jsme konzumaci krve u nékolika rodu, u nichz jiz byla
diive zdokumentovana, a to u rodu Amyrsidea, Austromenopon, Ciconiphilus, Hohorstiella,
Menacanthus, Myrsidea, Pseudomenopon a Ricinus. Vysoky vyskyt krve v zazivacim traktu u
rodi Ricinus (100 %, n = 153) a Menacanthus (73 %, n = 273) potvrzuje, ze krev je jejich
béznou soucasti potravy. Na druhou stranu Nelson (1972) uvadi, ze vSenky rodu Ricinus se zivi
vyhradné krvi a nikdy se mu nepodafilo nalézt v travicim traktu ani stopu po pefi, v nasi studii
jsme zaznamenali ve dvou piipadech pfitomnost pefi i krve. Nové byla krev poprvé sledovana
u rodi Ardeiphilus, Gruimenopon, Machaerilaemus, Kurodaia a Meropenopon, ale diky
nizkému poctu vySetfenych vSenek nemiizeme z jistotou urcit, jestli se tyto rody konzumuji
krev pravidelné anebo jen piilezitostn€. Pii zjiStovani ptitomnosti krve v travicim traktu je tfeba
vzit v ivahu, Ze vSenky u ptakl sbiranych odstfelem, mohou po uloveni vyhledat otevienou
ranu a ziskat krev zni. Ale u sbéru pomoci fumigacnich komor je krev pravdépodobné
ziskavéana propichovanim brkti nové rostoucich per kusadly (Trivedi et al., 1990) nebo sanim z
ran na pokozce vzniklych nadmérnym ¢isténim peti hostitelem (Khan et al., 2021).

Zavér

Nase studie ukazuje zdsadni rozdily mezi dvéma podiddy vSenek — luptousii a pétrovek ve
schopnosti preziti mimo hostitele i v potravni specializaci. Pérovky, které se zivi prevazné
pefim, pfezivaji mimo hostitele vyrazné déle, coz mize souviset s jejich nizSi mobilitou a
niz§imi metabolickymi naroky. Naproti tomu luptousi jsou pohyblivéjsi a v mnoha piipadech
vyuzivaji krev jako dilezity zdroj Zivin, coz potvrzuji i naSe vysledky — krev jsme zaznamenali
u vice nez tetiny zkoumanych jedinct tohoto podiddu. Kromé potvrzeni konzumace krve u
zndmych rodil jsme zaznamenali krev 1 u nékolika dalSich, u nichZ nebyla dosud prokazana.
dilezitost sledovani jejich Zivotnich strategii nejen z hlediska ptezivani, ale i z hlediska
potencialni role v pfenosu krevnich paraziti a symbiotickych mikroorganismd.

Podékovani
Studie byla finan¢né€ podpotena projektem 20251TA23.
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Baktérie odolné voci antibiotikam u vol’ne Zijucich vtakov naprie¢
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Antibiotic-Resistant Bacteria in Wild Raptors Across Palearctic Realm
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Summary

Antibiotic resistance is a growing global concern, and wildlife is increasingly recognized as important
environmental carriers of resistant bacteria. In this study, we investigated the occurence and the
diversity of antibiotic-resistant Enterobacterales in wild raptors across Palearctic region with special
focus on plasmid-mediated resistance to critically important antibiotics. A total of 863 cloacal swabs
were collected, with 25.7% yielding isolates with relevant resistance genes.

Whole-genome sequencing revealed high genetic diversity among isolates, including globally important
sequence types and resistence mechanisms. Multidrug resistance was observed in 77% isolates. Plasmid
profiling identified diverse replicon types, with ColV-positive IncF plasmids being the most common.
Despite broad phylogenetic diversity, clonal groups were found across different regions and host
species. Our findings highlight the role of wild birds of prey as both reservoirs and potential long-
distance vectors of clinically relevant antimicrobial resistance.

Keywords: Antibiotics., wildlife, Enterobacterales, plasmids, One Health.

Uvod

Globalne $irenie baktérii rezistentnych na antibiotikd (ARB), najma gramnegativnych druhov,
predstavuje vaznu hrozbu pre verejné zdravie. WHO varuje, ze bez rozhodnych opatreni hrozi
navrat do preantibiotickej éry lie€by infekcii. Hoci hlavné pri¢iny antimikrobialnej rezistencie
(AMR) spocivajii v nadmernom pouZivani antibiotik v medicine a pol'nohospodarstve, ¢oraz
viac vyskumov upozoriiuje na ulohu vol'ne zijucich zivoc¢ichov v prenose ARB (Dolejska &
Literak, 2019). Niektoré druhy dravych vtakov, ktoré sa Zivia zdochlinami a ¢asto navstevuju
mestské skladky, mozu sluzit’ ako rezervoare a potencialne aj ako vektory rezistentnych baktérii
(Tarabai et al., 2023). V nasej stadii sme analyzovali vySe 800 vzoriek z krajin Palearktu s
cielom zistit’ vyskyt ARB u dravcov a identifikovat’ mechanizmy rezistencie. Nase zistenia
prispievaju k lepSiemu pochopeniu ulohy dravych vtdkov ako potencialnych rezervoarov
baktérii rezistentnych k rezervnym antibiotikdm a poukazuji na vplyv 'udskej ¢innosti na ich
bakteridlnu kolonizéciu.
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Material a metodika

V rokoch 2018-2022 bolo odobranych 863 kloakalnych vyterov z vol'ne zijucich dravych
vtakov, najmé haje Cervenej a tmavej (n=756), naprie¢ Palearktidou. Vzorky boli zbierané v
deviatich krajinach vratane Ceska, Nemecka, Ruska, Rakuska a Spanielska z réznych
prostredi — mestskych, pol'nohospodarskych, prirodnych alebo mix tychto lokalit. Po
transporte do laboratoria boli vzorky naockované na MacConkey agary s antibiotikami:
cefotaxim, ciprofloxacin, kolistin a meropeném. Izolované kolonie boli precistené a
identifikované pomocou MALDI-TOF MS. Do d’alsich analyz boli zaraden¢ len izolaty
¢elade Enterobacterales. Pomocou PCR sa testovala pritomnost’ génov rezistencie (ARG).
Fenotypova produkcia na Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL) a AmpC bola potvrdena
pomocou MAST difuzneho testu. [zolaty s potvrdenymi ARG boli vybrané na celogenémové
sekvenovanie. DNA bola extrahovana a spracovana pre kratke Citania na platforme HiSeq
(lllumina). Zo ziskanych dat boli programom Trimmomatic odfiltrované adaptorové
sekvencie a nekvalitné ¢itania. Upravené data boli asemblované v programe SPAdes

a podrobené d’alsim analyzam. S vyuzitim MLST (Multi-Locus Sequence Typing) bol ur¢eny
sekvencny typ (ST) bakteridlnych kmenov. Plazmidové replikony boli detegované nastrojom
PlasmidFinder, gény pre rezistenciu k antibiotikdm pomocou nastroja ResFinder a gény
virulencie nastrojom VirulenceFinder. Fylogenetické stromy boli vytvorené pomocou
RAXML a vizualizované v iTOL. SNP matice sluzili na hodnotenie genetickej pribuznosti
medzi izolatmi, vratane porovnani s verejne dostupnymi dadtami z migracnych oblasti.

Vysledky

Z celkového poctu 863 vySetrenych dravcov bol vo vzorke kloakalneho vyteru detegovany
aspon jeden izolat s cielovym mechanizmom rezistencie u 201 (23 %) jedincov. Po selektivnej
kultivacii sa najCastejSie zaznamenali rezistentné izolaty na podach s cefotaximom (13 %) a
ciprofloxacinom (12 %), zriedkavejSie na pddach s pridavkom kolistinu (1 %), rezistencia voci
meropenému nebola detegovana. NajvysSia prevalencia ARB bola zistend u vzoriek z Ruska
(39 %), nasledovand Nemeckom (27 %) a Ceskom (14 %). Viésina izolatov patrila do rodu
Escherichia (n = 172), zvySok tvorili iné rody ¢el'ade Enterobacterales. Genomicka analyza E.
coli ukazala vysoku fylogenetickou diverzitu; celkovo bolo identifikovanych 100 réznych
sekvenénych typov (ST), najcastejSie ST10 (8 %) a ST162 (4 %). Fylogenetickd analyza
odhalila vysoky stupen heterogenity bez jasného klastrovania, no boli identifikované viaceré
klonalne skupiny s rovnakymi profilmi rezistentnych génov. Porovnanie s verejnymi
databdzami nepreukdzalo vyznamné genetické pribuznosti s izolatmi z migranych trés
vySetrenych dravcov. Az 66 % izolatov vykazovalo multirezistentné (MDR) profily, teda
rezistenciu k minimdlne trom a viac triedam antibiotik. Naj¢astejSie identifikovanym génom
bol blatem-1e (34 %), kodujici rezistenciu k beta-laktamom, nasledovany qnrS1 (31 %) pre
rezistenciu na chinolony. Gény kodujice mobilni rezistenciu na kolistin mcr-1 (5 %) boli
zistené u izolatov z Ruska, Nemecka a Ceska. ESBL boli najéastejsie sprostredkované génmi
blactx-m-14 (10 %) a blactx-m-1 (9 %), zatial’ ¢o AmpC aktivita bola prevazne spojena s blacmy-
2 (9%). Hoci nebola zistend fenotypova rezistencia vo¢i meropenému, u jedného izolatu
(ST349) bol po celogendmovom sekvenovani detegovany karbapenemazovy gén blaoxa-244. U
plazmidmi sprostredkovanej rezistencie na chinolony dominovali gény qnrS1 (31 %) a qnrB18
(16 %). Analyza plazmidov odhalila 54 r6znych typov replikonov, z ktorych najcastejSie boli
pritomné IncFIB(AP001918) (39 %) a ColRNAI (36 %). U 35 % izolatov bola preukdzana
pritomnost’ plazmidov typu ColV, nestcich gény rezistencie a gény pre produkciu
bakteridlneho toxinu kolicinu. Typizdcia F-plazmidov ukazala vysokt diverzitu,
najrozsirenejSim bol plazmid typu C4:A-:B6 zisteny u 13 izolatov z rdznych vtacich hostitel'ov
a oblasti. U izolatov inych druhov nez E.coli sa najcastejsSie vyskytoval gén blashv-187 (12 %) a
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blaacT-15 (10 %). Gény qnrA a gnrB (n=) boli v prevahe pritomné u Klebsiella spp. Gén mcr-9
pre kolistin sme zaznamenali u jedného izolatu Enterobacter spp..

Diskusia

Nasa Studia potvrdzuje, Ze volne Zzijice dravce predstavuju vyznamny environmentalny
rezervoar rezistentnych baktérii, najmd multirezistentnych izolatov E. coli. Takmer Stvrtina
testovanych jedincov niesla baktérie celadi Enterobacterales s klinicky vyznamnymi
prenosnymi mechanizmami rezistencie, priCom mnohé izolaty vykazovali komplexné a
roznorod¢ profily rezistencie vratane génov kodujucich rezistenciu k antibiotikdm posledne;j
vol'by. Najvyssia prevalencia ARB bola zaznamenand v Rusku, ¢o moze suvisiet
S vy§Sou expoziciou kontaminovanému prostrediu. Geneticka diverzita izolatov E. coli a
pritomnost’ globalne rozsirenych klonov (ST10, ST162), poukazuji na komplexnost
prenosovych ciest. Napriek tomu, ze sme nenaSli priame genetické vizby s izolatmi
z migracénych tras, identifikacia klondlnych skupin s identickymi SNP profilmi z r6znych krajin
naznacuje existenciu spolo¢nych environmentalnych zdrojov. Zvlast’ zaujimava je pritomnosti
plazmidov typu ColV, €asto asociovanych s virulenciou a horizontalnym prenosom rezistencie
(McKinnon et al., 2020). Viacer¢ izolaty s rovnakym replikonovym typom vykazovali podobné
sérotypy a génové profily, ¢o poukazuje na stabilitu tychto plazmidov a ich vyznam pri Sireni
AMR faktorov v prirode. Detekcia karbapenemazového génu blaoxa-244 je varovnym signalom
tichej pritomnosti klinicky vyznamnej rezistencie mimo nemocni¢ného prostredia. Tieto
vysledky zdoraziuji potrebu zahrnutia vol'ne Zijicich zvierat do systémov monitoringu AMR,
a to nielen ako indikatorov environmentalnej zataze, ale aj ako potencidlnych vektorov pre
Sirenie rezistencie v globalnom meradle.

Zaver

Vorlne Zijuce dravce st vyznamnym rezervoarom multirezistentnych Enterobacterales vratane
klonov a prenosnych génov s klinickym vyznamom. NasSe zistenia poukazuju na rozmanitost’
rezistencie a jej potencial na geografické Sirenie. Monitorovanie AMR v prostredi a u vol'ne
zijucich vtadkov by malo byt sucast'ou globalnych stratégii boja proti rezistencii.
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